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OZET

C vitamini (askorbik asit:AA) insanoglunun beslenmesinde bircok biyokimyasal
reaksiyona katilan onemli bir suda c¢oziinen antioksidan vitamindir. Bakir cesitli
besinlerde ve ila¢ iiriinlerinde bulunan eser metaldir. Dogal ya da katilmis C vitamini
iceren besinlerin antioksidan degerini korumak cok dnemlidir. Cu(II) gibi serbest gecis
metal iyonlar askorbat ile rediiklendiklerinde tiiketicilerde hiicre hasarina neden olan
ve besin kalitesini etkileyen hidroksil radikalleri iireten fenton tipi reaksiyonlar
verebilir. Bazi amino asitler varh@inda AA’nmin Kkatalitik oksidasyonu UV spektral
bolgede girisimlere neden olabileceginden, dogrudan UV spektrofotometrik takip
edilemez; bu yiizden c¢ozeltide kalan AA’nmin spektrofotometrik tayini, bakir(Il)-
neocuproine reaktifi ile amonyum asetat tamponlu ortamda 450 nm deki absorbansin
kayd1 iizerinden yapilmistir. AA’ nin 25°C de ve iyonik siddet 1=0,1 (KNO3)’ de,
havalandirilmis ve asetat tamponlu sekiz farkhh kimyasal yapida amino asit (alanin,
glisin, aspartik asit, asparajin, glutamik asit, glutamin, fenilalanin ve histidin)
cozeltilerinde, katalizsiz ve Cu(Il) iyon katalizli oksidasyon kinetigi incelenmistir. pH 4,5
degerinde bakir iyonlarmmin katalizor olarak kullamldig1 oksidasyonun hiz esitligi,
AA’ya bagh olarak birinci mertebeden bulundu. AA oksidasyon hiz sabitleri sabit
Cu(Il) icin amino asit konsantrasyonunun artmasiyla azaldi ve sabit bir amino asit
diizeyinde Cu(Il) konsantrasyonunun artmasiyla artti. AA oksidasyon hizi iizerine
amino asit ve Cu(Il) iyon konsantrasyonunun etkisi, monohidrojen askorbat ve metal-
iyon amino asit kelat arasinda iiclii bir gecis kompleksini iceren bir mekanizma ile
aciklanabilir. Bakir-amino asit kompleksinin kararlihgi AA’nin oksidasyonunda bakirin
katalitik aktivitesini inhibe etmistir. Bu bulgular daha o6nce bulunan sonuclar
desteklemektedir. Amino asitler besinlerde bol miktarda bulunduklan ig¢in, bakir
katalizli oksidasyonu dnleyerek AA degerini korumada yardimeci olabilirler.

Anahtar kelimeler: Askorbik asit, amino asit, antioksidanlar, katalizli oksidasyon,
Cu(II), kinetik, besin kararhihgi.



ABSTRACT

Vitamin C (ascorbic acid:AA) is an important water soluble antioxidant vitamin in
human diet which participate in many biochemical reactions. Copper is trace metal
found in many food and pharmaceutical products. It is very important to preserve the
antioxidant values of food, that may contain naturel or added vitamin C. Free transtion
metal like Cu(Il), when reduced with ascorbate, may give Fenton-type reactions
generating hidroxyl redicals that adversely affect the nutritional quality of food and
cause tissue damage in consumers. Catalytic oxidation of AA in the presence of some
amino acids cannot be followed by direct UV spectrophotometry because of some
interferences, and therefore, spectrophotometric determination of remaning AA in
solution was performed with the copper(Il)-neocuproine reagent in amonium acetate-
buffered medium via recording of absorbance at 450 nm. The Kinetics of uncatalyzed
and Cu(Il)-ion catalyzed oxidation of AA in aereted and acetate-buffered eight amino
acids with different chemical structure (alanine, glycine, aspartic acid, asparagine,
glutamic acid, glutamine, phenylalanine and histidine) solutions was studied at 25°C and
ionic strenght: I=0,1 (KNO3). The rate equation of oxidation in presence of cupric ion as
catalyzed at pH 4,5 was found to be first order with respect to AA. AA oxidation rate
constants decreased with increasing amino acid concantration for a fixed Cu(Il), and
increased with increasing Cu(II) concantration for a fixed amino acid level. The effects
of amino acids and cupric ion concantrations on the oxidation rate of AA suggest a
mechanism which may involve the formation of transition complex between mono
hidrogen ascorbate and copper ion amino acid chelates in the form of a ternary
complex. Stability of copper amino acid complex inhibited the catalytic activity of
copper in AA oxidation. This finding supports previously reached conclusion. Since
foods widely contain amino acids, it may help to protect their AA values by retarding
copper catalyzed oxidation.

Key words: Ascorbic acid, amino acid, antioxidants, catalysed oxidation, Cu(Il),
kinetics, food stability.
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1. GIRIS

C vitamini (Askorbik Asit, AA) bircok biyokimyasal reaksiyona katilan énemli bir suda
coziinen antioksidan vitamindir. Kanda yeteri kadar bulununca (%0,6 — 2,5 mg) fazlasi
viicuttan atilir. Indirgenmis (L-askorbik asit) ve yiikseltgenmis (dehidroaskorbik asit) olmak
tizere, dogada iki sekilde bulunur. Her ikisinin de biyolojik etkisi vardir. Isiga
dayaniksizdirlar, yiikseltgenler, alkaliler ve baz1 metaller varliginda bozunurlar. Askorbik asit,
icerdigi endiol grubundan dolayr hem asidik o6zellik gosterir hem indirgendir. Birgok
biyokimyasal caligmalara, elektron transferi arastirma ve redoks ¢ifti reaksiyonlarina konu
olmustur. Etkili fonksiyonlarindan biri oksidasyonun hiicre metabolizmasma karsi

olusturdugu zararh etkileri azaltmaktir (Packer ve Fuchs, 1997).

AA ¢ozeltisi, alkali ortamda hizla bozunur, asidik ortam incelemelerde tercih edilir. Bir¢ok
yiyecegin dogal bilesenidir, yiyecek ve igeceklere vitamin destegi ve antioksidan olarak
eklenir. Kararliligi, bu trtinlerin bilesimine ve oksijen igerigine bagli olarak genis Olciide
degisir (Seib ve Tolbert, 1989).

Tiim yasayan hiicrelerin esas unsuru olarak proteinler taninir. Besinlerle hergiin minimum
(yetiskin insanda kg basina 1 g) miktarda proteinin organizmaya girmesi gerekir. Aksi halde
bazi bozukluklar sonucu olarak yasam mimkiin olmaz. Proteinler biiyilk molekiillii
maddelerdir. Molekiil agirliklar1 yaklasik olarak 10000’den milyonlara kadar degisebilir.
Protein molekiilleri, yiizlerce amino asitin peptid baglariyla birbirine baglanmasiyla meydana
gelir. Proteinler 1s1, ultraviyole 151k, asit, baz, organik ¢oziiciiler ve agir metal iyonlar1 gibi dis
etkenlerle bir¢ok Ozelliklerini kaybederler. Diger bir deyisle ¢ok dayaniksiz maddelerdir.
Proteinler hidroliz ile amino asitlere pargalanir ve organizmada da amino asitlerden
sentezlenirler. Hidroliz sonucunda 20 kadar temel ve farkli amino asit serbest hale gecer.
Amino asitlerin 6nemi proteinlerin yap1 taslari olmakla bitmez. Metabolizmada cesitli
bicimlerde degisime ugrayabilirler ve viicuda 6zgili diger maddeler (6rnegin hemoglobin) i¢in
cikis maddelerine doniisebilirler (Tekman ve Oner, 1994; Telefoncu,1992).

Bakir iyonlarinin canli sistemlerdeki metabolizmasi ¢ok genis bir alana yayilmaktadir. Bakir
iyonunun biyopolimerler ve fizyolojik akiskanlarla baglanmasi olayinin anlagilmasi i¢in, bakir

iyonlarinin amino asitlerle prototip bilesikleri olduke¢a genis ¢alisilmistir (Farrell, 1977).

Cu(Il) ve Fe(Ill) gibi az miktardaki gecis metal iyonlar1 askorbik asit otoksidasyonunda
katalizor olarak gorev yapar. Molekiiler oksijen ile Cu(Il) katalizli AA oksidasyonu yiyecek
ve ilag endiistrisinde biyokimyasal 6éneminden dolayi, kapsamli olarak calisilmistir (Khan ve
Martell, 1967a;1967b; Ogata vd., 1968). Cu(Il) komplekslerinin katalitik aktiviteleri, ligandin

yapisit ve metal iyonunun koordinasyon geometrisine baglidir (Davies, 1992). Cu(Il) ve



Fe(Ill)’iin EDTA, CDTA, NTA, sitrat, asetat, tartarat, ftalat, bishistidin ve glutatyon gibi
ligandlarla kompleks olusturmasi katalitik aktiviteyi degistirir (Khan ve Martell,
1967a;1967b; Sahbaz ve Somer, 1993; Imer vd., 2003; Scarpa vd., 1996; Ohta vd., 2000).
Khan ve Martell, AA oksidasyonunda bakir ve demir kelatinin kararliliginin katalitik

aktiflikle lineer oldugunu gostermistir (Khan ve Martell, 1967b).

Amino asitler yaninda Cu(Il) katalizli AA oksidasyonunu ¢alismak 6nemli goziikmektedir.
Ustelik bakir ve askorbatin bulundugu sistemi stabillestirme nemlidir. Askorbik asit, gegis
metal iyonlarinin redoks dongiisii i¢in potansiyel bir indirgeyici ajandir ve bu aktivite bazi

oksidasyon sistemlerde lipit peroksidasyonunu yonetir (Tribble vd., 1995).

Bu calismanin amaci, AA’nin katalizsiz ve Cu(Il) katalizli oksidasyonuna, farkli kimyasal
yapidaki amino asitlerin (alanin, asparajin, aspartik asit, fenilalanin, glisin, glutamik asit,
glutamin, histidin) etkisinin, havalandirilmis asetat tamponlu ¢ozeltide (pH = 4,5) , 25°C de
ve I = 0,1 M KNOs’da, bakir(Il)-neocuproine reaktifi ile spektrofotometrik (Giiglii, 2005)

olarak incelemektir.

Cesitli antioksidanlarla (flavonoid, E vitamini, B-karoten, iirik asit ve bilirubin iceren) AA
miktarin1 bulmak i¢in de, bakir(Il)-neocuproine yontemi degistirilerek, toplam antioksidan
kapasitesi, CUPRAC (cupric reducing antioxidant capacity), yontemi gelistirilmistir (Apak
vd., 2004,2005).



2. GENEL BOLUM

2.1 Askorbik Asit

2.1.1 Tarihcesi ve Ozellikleri

Askorbik asit kimyasal olarak taninmadan once hastalikla iliskisi bilinmekteydi. Askorbik asit
yetersizligine bagl skorbiit hastaligini, Hipokrates M.O. 450 yillarinda dis etlerinin kangreni,
dis kayb1 ve askerlerinin ayaklarinda siddetli agrilar gibi belirtilerle tanimlamistir. Daha sonra
Iskogyali bir doktor olan James Lind 1753’te skorbiite tutulan gemicileri limon suyuyla

tyilestirdigine dair deneme ve gozlemlerini yaymlamistir (Baysal,1984).

Askorbit asit lizerinde ilk bilimsel arastirmalar 1907°de Holst ve Frolich tarafindan yapilan
deneylerle baslamis ve daha sonra arastirmalarini siirdiren Holst ve Frolich bir¢ok besin
maddelerinin, o6zellikle yesil sebze ve meyvelerin skorbiit hastaligini onleyici etkileri
oldugunu bulmuslardir. 1912 yilinda C. Funk adli bir kimyac1 skorbiit hastaliginin besinlerde
bulunan bir faktoriin eksikligi sonucu olustugu diistincesini ortaya koymus ve bu maddeye
“antiskorbutik vitamin” adin1 vermis ve 1920°de Drummond antiskorbutik vitamin ig¢in
“Vitamin C” adin1 kullanmistir. Zilva ve ¢aligma arkadaslar1 (1918-1919), limondaki askorbik
asiti izole ederek, bazi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini saptamiglardir. Zilva bu ¢aligmalari
esnasinda 2,6-diklorofenol-indofenoliin, (2-6-DCPIP), C vitamini ¢6zeltisi tarafindan

indirgendigini bulmustur (Othmer,1955).

Zilva caligmalarini devam ettirirken 1928 yilinda “Szent-Gyorgyi” adli bir kimyaci askorbik
asidi bitki ve hayvanlarin bobrekiistii bezlerinden ayirmis, ancak 1932 yilina kadar devam
ettirdigi bu calismalar esnasinda bu maddenin antiskorbiit vitamin oldugunu anlayamamis ve

daha sonra King yayininda bu maddeye heksuronik asit adin1 vermistir.

Bundan sonra birgok bagimsiz arastirict 6zellikle Tillmans, Vedder, Nelson, Haris ve Von
Vragha vitaminin kimligini saptamiglar ve glikozdan sentezini gergeklestirmislerdir

(Othmer,1955).

C vitamininin kimyasal yapist Hawort ve arkadaslar tarafindan 1933’te aydinlatilmistir, ayni
senede Hawort Richest Reichstein tarafindan bu vitaminin sentezi yapilarak askorbik asit ad1
verilmistir. C vitamini sentezi ve kortizonu buluslari {izerine 1950 yilinda kendisine Nobel

Tip odila verilmistir (Ers6z,2002)

Maymun, kobay ve insan viicutlarinda askorbik asit sentezlenemez. Fakat diger cinsler,

ornegin kopek, tavuk ve fare viicutlarinda askorbik asit sentezleyebilirler.



Askorbik asit (Vitamin C)’e tarihsel gelisimi sirasinda ¢esitli isimler verilmistir (The Merck
Index, 1989).

Cevitamik asit

Antiskorbiitik asit

Heksuronik asit

Skorbii-C

Redoxon

Diger kimyasal isimleri;

L-askorbik asit

L-3-ketotreoheksuronik asit lakton

3-okso-L-gulukofuranolakton (enol seklinde)
2.1.2 Fizikokimyasal Ozellikler

2.1.2.1 Fiziksel Ozellikleri ve Molekiil Yapisi

Askorbik asit renksiz, ¢ok hafif ve 6zel bir kokulu beyaz bir kimyasal maddedir. Eksi tatta

olup, asit reaksiyonu verir. 189-192 °C’ de bozunmaya ugrar ve erir.

Askorbik asit molekiilinde C-4 ve C-5’de iki asimetrik karbon atomu bulunur. Optikge
aktiftir, polarize 15181 saga cevirir. L-askorbik asit disinda, D-askorbik asit, D-izoaskorbik asit
ve L-izoaskorbik asit olmak {izere {i¢ tane stereoizomeri vardir. Bu {i¢ izomerin antiskorbutik

aktiviteleri yoktur.

Cevirme acisi;

Sulu ¢ozeltileri icin [a]*D=+20,5 ¢° - +21,5 c° (c=1)

Metanoldeki ¢ozeltileri i¢in [a]*D=+48 c° (c=1) (The Merck Index, 1989).

Sudaki ¢oziiniirliigii oldukga yiiksektir. Bir gram askorbik asit 3 mL suda, 30 mL alkolde, 50
mL mutlak alkolde ve 100 mL gliserinde ¢6ziiniir. Eter, kloroform, benzen, petrol eteri, yaglar

ve yag ¢oziiclilerinde ¢oziinmez.

Askorbik asit bir monosakkarit tiirevi olup yapica glikoza ve diger alt1 karbonlu
monosakkaritlere benzer. Kapali formiilit C¢HgOg olup; % 40,91 karbon (C), % 4,48 hidrojen
(H), % 54,5 Oksijen (O) igerir.
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Sekil 2.1 Askorbik asidin molekiil sekli

Sekilde molekiil sekli gosterilen L-askorbik asit 5 iiyeli heterosiklik halka i¢inde bir endiol
grubu bulunan dibazik bir asittir. Bu yap1 asit-baz davranisi sergiler ve ilk olarak 3. hidroksil
grubu iyonlagir. Askorbik asit, konjuge olmus karbonil ve endiol sistemi tizerinden =

elektronlarinin delokalizasyonu ile stabillesir (Davies,1992).

Lakton halkas1 genellikle planar kabul edilir. Askorbik asidin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri
bu yapiya baghidir. Askorbik asidin oksidasyon iiriinii olan dehidroaskorbik asit x-1s1n1 analizi
ile dimer olarak belirlenmistir. Elektrokimyasal incelemeler askorbik asit ve dehidroaskorbik

asidin bir redoks ¢ift olusturdugunu gostermistir (Packer ve Fuchs,1997).

2.1.2.2 Kimyasal Ozellikleri

L(+) askorbik asit olduke¢a kuvvetli bir asittir, %1 derisimdeki ¢6zeltisinin pH’1 2,8, %10’luk
cozeltisinin ki yaklagik 2’dir. Asit niteligi 3. karbondaki enol hidroksilinden ileri gelir.

L(+) askorbik asit karbonat ve bikarbonatlardan karbondioksiti agiga ¢ikarir, birgok metal
katyonlari, 6rnegin sodyum ve kalsiyum iyonlari ile nétral, suda ¢oziinen kristalsi monometal

tuzlari verir ve tuzlarda da lakton halkasi bozulmamistir (Keskin,1987).

Kapali formiili Molekiil agirlig
Askorbik asit  C¢HgOg 176,13 g/mol
Sodyum tuzu  C¢H;0O¢Na 198,10 g/mol

Kalsiyum tuzu C;,H;4Ca0;,.2H,0 426,35 g/mol

Sodyum askorbat, CcH70¢Na ve kalsiyum askorbat, (CcH7O¢),Ca, askorbik asit gibi terapatik
amaglh kullanilmaktadir. Askorbik asidin diger Onemli bir tiirevi ise askorbil palmitat,
Cx»H3307, askorbik asidin 6. karbon atomundaki hidroksil grubunun palmitik asitle
esterlesmesi sonucu olusur. Bu da diger tuzlarda oldugu gibi askorbik asit yetmezligi

durumunda kullanilir.



Askorbik asit giliglii bir indirgendir ve reversibl olarak dehidroaskorbik aside oksitlenir.
Biyolojik sistemlerin yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarinda da etkilidir. Askorbik asit ile
dehidroaskorbik asidin her ikisi de antiskorbutik aktiviteye ve vitaminin diger diger fizyolojik
etkilerine de sahiptir. Askorbik asidin aerobik oksidasyon hizi pH’ye baghdir, pH 5-11,5
arasinda maksimum hiz gosterir. Alkali ¢ozeltilerde reaksiyon daha hizli olup, bozunmada
daha da etkindir. Anaerobik kosullarda ise bozunma yavastir. Aerobik veya anaerobik
kosullardaki askorbik asidin sulu ¢ozeltisinin, ultraviyole, x veya y-radyasyon isinlarina
maruz kalmasi fotokimyasal oksidasyonuna sebep olur (Seib ve Tolbert, 1989; Packer ve

Fuchs, 1997).

Sulu ¢ozeltide bulunan askorbik asidin dehidroaskorbik aside oksidasyonu iki elektronlu bir
redoks reaksiyonudur. Askorbik asit birinci H' iyonunu kaybettiginde kismen zayif bir asittir
(pK,=4,25), ikinci H' iyonunu kaybettiginde ise ¢ok zayif bir asittir (pK,=11,79). Bir
elektronun verilmesiyle olusan ara iirtin, mineral asitlerle karsilastirlldiginda kuvvetli bir
asittir  (pK,=-0,45). Askorbat radikalinin UV spektrumu, pH’1 -0,3 ile 11 arasinda
Olctildiigiinde bu aralikta tek iirlin oldugu ve bu iiriiniin ¢iftlesmemis elektron yogunlugunun

ti¢c nolu karbonil grubu iizerine yayildigi belirtilmistir (Packer ve Fuchs, 1997).

11,2 mg askorbik asit 1,0 mg O, ile yiikseltgenebilir. Eser miktarda ortamda varolan agir
metaller, askorbik asidin oksidasyonunda katalizor olarak etki etmektedir. Askorbik asidin
bozunmas1 pH’ye baglidir ve maksimum bozunma pH 4’te gerceklesir. Ayni zamanda

bozunma buzlu ortamda, sulu ortama gére daha fazladir (Ottaway, 1993).

0 0 0
C— o al

HO—C o O0=—C o HO—C — OH

HO—C O O=—1C ‘O HO—C —OH O

H—C— ¢ H—C— H— C

HO—C —H HO—C —H HO—C —H
CH,OH CH,OH CH,OH

L(+)-Askorbik asit Dehidroaskorbik asit Hidratlanmis askorbik asit

2,3-diokso-L-gulonik asit

Sekil 2.2 Askorbik asit-dehidroaskorbik asit redoks reaksiyonu



2. ve 3. karbon atomlarindaki endiol gruplar1 oksidasyona ugrar, 2 H atomunu vererek diketo
haline dontistip dehidroaskorbikaside ytikseltgenir ve dehidroaskorbik asit de askorbik aside
indirgenebilir. Buna gore dehidroaskorbik asit ile askorbik asit bir redoks sistemi olusturur.
Dehidroaskorbik asit kolayca askorbik asite c¢evrildiginden C vitamini gibi etki eder.
Dehidroaskorbik asit alkali cozeltilerde dayaniksiz olup lakton halkasinin acilmasiyla
hidrolize ugrar ve biyolojik olarak etkisiz olan 2,3-diokso-L-gulonik asit olusur. Viicutta bu

tekrar laktona doniistiiriilemez, parcalanmasiyla oksalik asit meydana gelir.

Askorbik asidin oksijenle reaksiyonu katalizor yokken yavastir ve hizi pH’ye bagimlidir.
Asidik ¢ozeltilerde yavas, alkali ¢ozeltilerde daha hizlidir. Askorbat, sulu ¢6zeltide pH 6,6-9,6
araliginda oksijenle reaksiyona girdiginde, askorbat radikalinin kararli hal konsantrasyonu
olustugu elektron spin calismalariyla gosterilmistir. Bazi enzimlerler reaksiyonun inhibe

edilmesi bilgilerinden, hidrojen peroksit olustugu belirtilmistir (Packer ve Fuchs, 1997).

Metal iyonlari, askorbik asidin dehidroaskorbik aside veya dehidroaskorbik asidin 2,3-
diketogulonik aside ve diger oksidasyon {iriinlerine oksidasyonunu arttirir. Burada Cu(II)
iyonu c¢ok etkilidir. Askorbik asidin Cu(Il) iyonu ile oksidasyonundan olusan bir ara
kompleks spektrofotometrik olarak kanitlanmistir. Reaksiyon i¢in askorbik asit, bakir ve
oksijen arasinda tglii bir kompleks igeren bir mekanizma oOnerilmistir. Askorbik asidin
oksidasyon hizi; askorbik aside, molekiiler oksijene ve metal iyonuna gore birinci
derecedendir. Askorbik asidin gecis metali ve kompleksleriyle birinci oksidasyon adimi,
askorbat radikalini olusturur. Bu askorbat radikali, diger metal iyonuyla gerekli stokiyometrik
karakteri vermek i¢in reaksiyona girebilir. Oksidasyon esnasinda ge¢is metal iyonu da hizla

kendi kendine indirgenir (Packer ve Fuchs, 1997).

Askorbik asidin enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonu bircok bozunma {iriini
olugmasina sebep olur. Askorbik asidin bozunma hizi; askorbik asit konsantrasyonu, sicaklik,
pH, 151k ve metal iyonlar1 varligima baghdir. Askorbik asidin sulu ¢ozeltisi 1sitildigr zaman
olusan baslica triinler; dehidroaskorbik asit, 2-3-diketogulonik asit, threonik asit ve oksalik

asittir (Packer ve Fuchs, 1997).

Askorbik asit, metal iyonlar1 ve metal kompleksler tarafindan oksitlenir ve metal iyonlar1
indirgenir (Seib ve Tolbert, 1989). Ornegin; Cu(Il), Cu(I)’e; Fe(Ill), Fe(Il)’e indirgenir.
Cr(VI) askorbik asitle; Cr(V), Cr(IV) ve karbona dayanan radikal tirlinler verir.

Askorbik asit 2- ve 3- hidroksil gruplarmin iki oksijen atomlar1 koordinasyonu ile

kompleksler olusturabilir.



Askorbik asit indirgenebilen Cu(Il) ve Fe(Ill) gibi bircok metal iyonu ile kompleksler
olusturur. Metal ve askorbik asit arasindaki baglar, benzer kelat ligandlaryla

karsilastirildiginda, beklenilenden daha zayiftir.

Baz1 askorbik asit komplekslerinin kristalleri tamamen anaerobik kosullarda elde edilmis,

fakat bu komplekslerin yapilar1 tam olarak bilinmemektedir.

AA’nn ultraviyole absorpsiyonu pH ve ¢oziiciiye baghdir. Kuvvetli asit ¢ozeltisinde askorbik
asit, UV 1sikta yaklasik 245 nm’de (¢ = 11000) absorpsiyon gosterir. Bu deger notral ¢cozeltide
265 nm’ye (¢ = 17000) kayar ve pH 14’te yaklasik 300 nm’dir (Fung ve Luk, 1985).

AA, metanolde 244 nm, etanolde 245 nm’de maksimum absorpsiyon gosterir.

AA’nin IR spektrumunda (KBr disk ile) 3510, 3405, 3306 cm™ alt bandi; 1755, 1670 cm™*de
C=0;110,1025 cm™’de C — O — C bandlant gortlir.

AA’nin oksidorediiksiyon potansiyeli; pH = 5’te Eo= 0,127 volttur (The Merck Index, 1989).

2.1.3 Farmakolojik Etkisi

Besinlerdeki askorbik asit viicuda alindiktan birka¢ saat sonra ince bagirsaktan kana emilir.
100 mg ve daha az vitamin alindiginda bunun %80-90’min emildigi belirtilmistir. Kandaki
diizeyi kisa siire i¢inde artar, kan dolasimi ile dokulara taginir ve fazlasi idrar ile disar1 atilir.
Gereginden fazla alinan askorbik asidin fazlas1 monosakkaritlerde oldugu gibi karbondioksit

ve suya okside olur (Baysal, 1984).

Lokositlerin askorbik asit igeriginin 6l¢tilmesi, bu vitamin eksikliginin teshisi ve izlenmesi
icin test yontemi olarak kullanilir. Kanda 9%0,01 kadar askorbik asit bulunur. Fazlasinin toksik
etkisi yoktur, ancak gastroentestinal sistem sikayetleri olanlarda mide eksimesi ve benzeri
sakincalar1 olabilir. C vitamininin biiyiik bir kism1 askorbik asit seklinde ve az bir kismi da
oksalata cevrilerek viicuttan atilir. Daha az kismu ise dehidroaskorbik asit seklindedir. ihtiyac
fazlas1 C vitamini alindiginda bobreklerden oksalat seklinde atilirken Ca-oksalat tuzlarinin
tesekkiiliine yol agabilir. Ayrica bu vitaminin fazla alinmasi bazi ilaglarin ve B, vitamininin

absorpsiyonunu bozabilir (Kayaalp, 1989).

Askorbik asidin viicutta bazi biyokimyasal islevleri vardir. Askorbik asidin islevleri oldugu

diisiiniilen baz1 reaksiyonlar asagida siralanmistir (Ottaway, 1993).

e Hidrojen / elektron transferi — redoks sistemi olarak
e Kollajen sentezinde pirolin ve lizinin hidroksilasyonu

e Karnitin biyosentezi



e [-tirosin ve katekolamin olusumu metabolizmasi

e Immiinolojik ve antibakteriyel aktivite

e Demir metabolizmasi, 6zellikle demir absorpsiyonu
e Prostaglandin sentezinin modifikasyonu

e Histamin birikiminin 6nlenmesi

e Serbest radikal zararina kars1 koruma

Askorbik asidin bag dokularindan olan kollajen sentezinde goérev aldigi bulunmustur.
Askorbik asit eksikliginde, hiicreler arasinda kollajen iplik¢iklerinin kaybolmasi, kanamalar
ve kemik hasari ile kendini gosteren skorbiit hastaligr goriiliir. Yaralarin iyilesmesi gecikir,
hastaliklara kars1 direng kirilir. Anemi gelisebilir. Skorbiit tedavi edilmedigi takdirde 6liime

kadar gidebilir (Baysal, 1984).

Askorbik asidin kan damarlarinin kuvvetlenmesinde etkili oldugu diistintilmektedir. Vitamin
yetersizliginde kan damarlarinin giici azalmakta ve hafif darbelerde kanamalar

goriilmektedir.

Enfeksiyonlar viicut doku ve sivilarindaki askorbik asit miktarim1 azaltmaktadir.
Enfeksiyonlarda beyaz kan hiicrelerinde askorbik asit diizeyi distiigtinde bagisikligin
zayifladigr sanilmaktadir. Normal askorbik asit gereksiniminin karsilanmasi ile dokulardaki
miktarin yeterli diizeyde tutulabilecegi rapor edilmistir. Siddetli enfeksiyon ve bakteri
zehirlenmelerinde askorbik asit miktariin arttirllmas: gerektigi diistiniilmektedir (Pauling,

1971).

Askorbik asidin steroid hormonlarinin sentezinde gorev aldigi bildirilmistir. Askorbik asit
yetersizliginde, adrenalin bezi biiyiime gostermektedir. Askorbik asidin epinefrin ile yara ve
iltihaplanmaya kars1 etkinlik gosteren steroidlerin sentezinde rolii oldugu bildirilmistir

(Baysal, 1984).

Askorbik asit diger bazi besin dgelerinin viicutta kullanilmast i¢in de yardimcidir. Demir,
kalsiyum, B vitaminlerinden tiamin, riboflavin, folik asit, pantotenik asit, A ve E
vitaminlerinin viicutta daha elverisli olarak kullanilmalarinda etkili oldugu rapor edilmistir.
Bunun yaninda askorbik asit aliminin, bagirsaklarda asitligi arttirarak, B12 vitamininin
emilimini azaltti§i da bildirilmistir. Folik asidin, etkin sekli olan, tetrahidrofolik aside

dontisimii askorbik asidin yardimi ile olmaktadir (Baysal, 1984).

Birlesmis Milletler, FAO ve WHO teskilatlarinin ortak komisyonunun giinliik C vitamini

miktar olarak tavsiyeleri soyledir:
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e 12 yasindan kiigiikler 20 mg
e 12 yas ve daha biiytikler 30 mg
e Hamile kadinlar 50 mg

e Emziren kadilar 50 mg

2.1.4 Dogadaki Besinlerde C Vitamini Olusumu ve Karalihg:

Askorbik asit yiyeceklerde ilk olarak birada, daha sonra ette koruyucu olarak kullanilmistir.
1950’1i yillarin sonlarina yaklasirken ekmek tiretimi i¢in kullanilan unlarda, hafif ickilerde ve
saraplarda kullanilmistir. Ayrica, 0Ozellikle mesrubatlarda antioksidan 6zelliginden

yararlanarak koruyucu olarak kullanilmistir.

Besinlerde L-askorbik asit kolayca dehidro-L-askorbik aside ylikseltgenir ve bu iki yap1
besinlerde muhtemelen denge halinde bulunur. Taze gidalarda indirgenmis hali daha fazladir,
fakat pisirme, isleme ve depolama dehidro seklinin oranini arttirir. C vitamini dogada yaygin
olarak bulunur. Sebzelerde, meyvelerde ve hayvanlarin karaciger ve bobrek gibi organlarinda
onemli miktarlarda meydana gelir. Siitte ve diger et ¢esitlerinde ¢ok az miktarda bulunur.
Bitkiler, L-askorbik asidi karbonhidratlardan hirli bir sekilde sentezlerler. Bitkilerde C
vitamini miktari, bitkinin cinsine, olgunluguna, yetistigi yere, iklime, depolama ve tasima
kosullarina bagl olarak degisir. Bol sulu meyveler énemli C vitamini kaynagi olup, en ¢ok
frenk tizlimii, portakal, limon ve c¢ilekte, bundan sonra tiim meyvelerde bulunursa da elma,

ananas, muz, kiraz ve erikte az bulunur. Karpuz C vitaminince fakirdir (Ottaway, 1993).

Askorbik asit yaygin olarak alkolsiiz igeceklerde, meyve suyunda, oOzellikle turunggil

sularinda, tiretim sirasinda meydana gelen kayiplart gidermek i¢in kullanilir.

Yiyecek endiistrisinde kullanilan toplam C vitamininin yaklasik yarist sentetik olarak
tiretilmektedir. Bunun yaninda karsilastirillamayacak kadar kiiglik olarak vitamin olarak da
kullanilir. Yiyeceklerin islenmesi ya da pisirilmesi sirasinda C vitamini kaybi oldukca
Oonemlidir. Sebze ve meyvelerin pisirilmesinden sonra veya sicak olarak saklanmasi sirasinda
da biiyiikk C vitamini kayiplar1 goriilmiistiir. Sebzelerin islenmesi sirasindaki C vitamini
kayiplar1 uygulanan fiziksel islemlere, oksijen etkisi altinda kalan {irliniin yiizey alanina

baglidir.
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2.1.5 Antioksidan Ozelligi

Besin bilesenlerinin bir grubu olan vitaminler bekletildikleri zaman kantitatif olarak

bozunmaya baglar. Vitamin icgerigindeki azalma asagida belirtilen c¢esitli faktorlerden

etkilenir.
e Sicaklik
e Nem
e Oksijen
o Isik
e pH

e Oksitleyici ve rediikleyici maddeler
e Metal iyonlar ile birlikte bulunmasi (6rnegin demir, bakir)
e Diger vitaminlerle birlikteligi

e Kiikiirt dioksit gibi diger besin bilesenleri

Kayiplar, ozellikle 1sisal islemler sirasinda olusabilmektedir. Vitaminlerin bozunmasini
etkileyen faktorler ya vitaminlerin dogada olusumu sirasinda, ya da besinlere ilave edilen

sentetik kaynaklardan meydana gelmektedir.

Vitaminler, besin maddelerinin {iretim, depolama ve hazirlanmasi sirasinda ¢ok sayida fiziksel

ve kimyasal etkenlere maruz kalirlar.

C vitamininin dis etkenlere karst (1s1, 151k, oksijen ve pH) duyarliligi soyledir; (Ottaway,
1993).

Is1  kararsiz
Istk  kararsiz
Oksijen kararsiz
pH<7 kararh
pH>7 kararsiz

Askorbik asidin 6zelliklerinden birisi ve en 6nemlisi de antioksidan olmasidir. Antioksidan
madde aktivasyon enerjisini kabul eder, fakat bu enerjiyi baska molekiillere aktarmaz. Bu
sekilde bir antioksidan molekiiliiniin araya girmesiyle otokside olabilen maddenin bir¢ok

molekiili yiikseltgenmekten kurtulur, yani yiikseltgenme yavaslamis olur.

Antioksidanlar yaglarin otoksidasyonunu yavaslatan maddelerdir. Antioksidanlarin kendileri
de genellikle yiikseltgenebilen maddeler olup, zincirleme reaksiyonu kopartarak bozunurlar.

Onun i¢in antioksidanlar yalniz smirli bir zaman i¢in yiikseltgenebilen maddeyi bu olaydan
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koruyabilir ve tiim antioksidan molekiilleri kaybolunca madde de hi¢ antioksidan yokmus gibi

yiikseltgenmeye devam eder.

Antioksidanlarin etki mekanizmasi hakkinda bu zincirleme reaksiyon teorisinden baska
“secimli ylikseltgenme” teorisi vardir. Buna gore katilan maddeler, korumak istedigi

maddeden 6nce oksijeni tutarak onu bundan koruyabilir.

Askorbik asit ayrica redoks 6zelligi olan bir maddedir.

-le
H2A+<1—> A-+2H' 2.1
€

-le
Ao A (2.2)
+le

Askorbat indirgen bir reaktif iken onun serbest radikali reaksiyona girmez, askorbik asit ve

dehidroaskorbik aside doniistir.

2A +H o AH + A (2.3)
2A +2H o H,A+A (2.4
2AH & H A+ A (2.5)

Askorbik asidin serbest radikallere karsi biyolojik koruma &zelligi, radikallerle reaksiyona
girmesi ve kendisinin olusturdugu radikalin kararli olusundan kaynaklanmaktadir. Askorbik
asit radikallerle ¢ok hizli bir sekilde reaksiyona girerek kendisi kararli bir radikal olusturur ve
olusan radikaller kendi ile reaksiyona girer. Daha 6nceki ¢aligmalar gostermistir ki, askorbat
serbest radikali redoks tepkimeleri sonucunda tek iirtindiir. Calismalar sonucunda askorbatin
iyi bir rediiktan oldugu ve onun serbest radikallerinin ¢ok kararli oldugu ve ayni zamanda

toksik olmadigi anlasilmistir.

Vitamin C antioksidan fonksiyonu nedeni ile bazi hormonlarin (adrenalin) oksidatif olarak
bozunmalarina engel olur. Viicuttaki kimyasal reaksiyonlar sonucu olusan veya disaridan
sigara, alkol veya kirli hava vs. ile alinan zararli maddeleri (serbest radikalleri) notralize eder
(etkisiz hale getirir). Besinlerin tiretimindeki degisik ve yapay islemler nedeniyle de viicuda
serbest radikal alimi1 artmakta ve bunlarin reaksiyonu sonucu olusan toksik maddeler viicutta

birikir hale gelmektedir. Viicudumuzda biriken toksinleri atmak ve onlarin zararli etkilerinden
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kurtulmak i¢in antioksidan besinlerin alimint arttirmak gerekir. Boylece serbest radikallerin

meydana getirdigi hiicre tahribati engellenmis olur.

Serbest radikaller viicuttaki hiicrelere saldirir ve tahrip eder. Ilk saldirida oncelikli olarak yeni

bir serbest radikal olusur ve kontrol edilemeyen zincirleme bir reaksiyon baslar.

Serbest radikaller, hiicre duvarindaki yaglardan birine saldirdiginda, yag molekiilleri degisime
ugrar. Hiicre zarinin yapist ve fonksiyonlar1 zarara ugrar. Hiicre zari, gidalarin, oksijenin ve

suyun uzun siireli olarak transferini yapamaz, harcanan iiriinlerin atilmasini diizenleyemez.

Serbest radikallerin dokulardaki zararinin, damar sertligi ve kalp hastaliklarinin baslica nedeni

oldugu diistiniilmektedir.

Serbest radikaller ayn1 zamanda hiicrelerin genetik kodunu i¢inde tasiyan, hiicrenin tiretimini
ve biliyiimesini saglayan DNA’ya da etki eder. Hiicrelerin genetik kodu degistiginde
Olebilirler. Cilink{i ona hiicreden gelen mesaj1 uzun siireli olarak okuyamazlar. Asir1 hiicre

boliinmesine ve kansere sebep olabilirler.

Askorbik asit kanseri 6nlemek icin kullanildig1 gibi bu hastalifa yakalanmis hastalar i¢in de
tavsiye edilmektedir. 1930°1u yillarda askorbik asidin bulunmasi ile bir¢ok klinik ¢alismalar
ve deneyler kanserle arasindaki baglantiyr kurmustur. Askorbik asidin kanser tedavisinde

alinim miktar1 i¢in bir¢ok tartismalar olmustur.

Kanser ve giinliik terapiler ciddi biyokimyasal zararlar, kanserli viicuttaki askorbik asidi yok
etmektedir. Kemoterapi esnasinda hasta bir¢ok toksik maddelerle karsi karsiyadir. Kanser

hastasi olan kisilerde gtinliik 4g askorbik asidin olumlu etkisi gorilmustiir.

1969 yilinda, akciger kanserine sebep olan sigara ve diger etkenlerin giinliik olarak alinan

1,5g askorbik asit sayesinde 6nlenebildigi ileri stirlilmiistiir.

Askorbik asidin, korunmus etlerde ve bazi igme sularinda bulunan, kansere sebep olan N-

nitrozo bilesiklerinin olusumunu 6nledigi bulunmustur.

Ayrica kesildikten sonra hava etkisine birakilan meyve ve sebzelerin normal renklerini bir
stire i¢in korumalar1 bu vitaminin antioksidan etkisinden ileri gelmektedir. C vitamininin bu

ozelliginden faydalanilarak bir¢ok maddenin bozunmasi énlenmistir (Erséz, 2002).

2.1.6 Taninma ve Miktar Tayini Yontemleri

C vitamini basit ve karmasik sekillerde prensip olarak ayni1 yontemlerle taninir. Belirlemede

oksidorediiksiyon yoOntemi veya karakteristik renklendirilmis tiirevlerden yararlanilir.
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Kimyasal reaksiyonlar biitiin endiol gruplarin1 kapsadigindan askorbik aside 6zgii olmayip

cogunlukla karbonil endiollerinin analizinde de uygulanir.

Askorbik asit ve dehidroaskorbik asidin yiyeceklerdeki ve biyolojik maddelerdeki tayininde
kullanilan, avantajlar1 ve dezavantajlar1 olan, degisik konsantrasyon diizeylerinde uygulanan

birgok yontemi bulunmaktadir.

Askorbik asit igeren meyve sularinin, sebzelerin, hayvansal iriinlerin ¢ok kullanilmasi
nedeniyle AA tayini i¢in degisik analitik teknikler gelistirilmistir. Bunlar; titrasyon,
spektrofotometri (renkli reaktif ilave edilmis veya edilmemis), yiiksek basinghi sivi
kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi (GC), cesitli elektroanalitik teknikler, enzimatik
yontemler ve birkag¢ teknigin bir arada kullanildig1 yontemlerdir (Fung ve Luk, 1985).

Yontemler dehidroaskorbik asit, hidroaskorbik asit yada toplam askorbik asit miktarlarinin
Olciimlerine dayanmaktadir. Analitik tayin yontemleri vitaminin oksidasyon — rediiksiyon
ozelligine dayanmaktadir. Burada askorbik asidin kendisi veya askorbik asidin yiikseltgenmis

sekli olan dehidroaskorbik asit miktar1 saptanir.

Askorbik asit tayini icin diizenlenmis yontemlerden biri titrasyondur. Titrasyon i¢in kullanilan
cesitli reaktifler bulunmaktadir. Oksidometrik titrasyonda en ¢ok uygulanan indirgeme
ozelligi bulunan 2,6-diklorofenol-indofenol ¢ozeltisidir. Digeri, 2,4-dinitrofenilhidrazin ile
kolorimetrik yontemdir. Bu kolorimetrik yontemde, askorbik asit dehidroaskorbik aside
oksitlendiktem sonra, dehidroaskorbik asit 2,4-dinitrofenilhidrazin ile bir hidrazon tiirevi
olusturur. Bu tiirev daha sonra kolorimetrik olarak olgiiltir. Digeri, 2,2-dipiridil kolorimetrik
yontemdir. Yontemin temeli Fe(Ill)’ i, Fe(Il)’ e indirgemesidir. Burada Fe(Il) tiriinleri 2,2-
dipiridil ile bir kompleks olusturur ve bu kompleks kolorimetrik olarak ol¢iiliir (Packer ve

Fuchs, 1997).

Besinlerde ve meyve sularinda ilk kez tayini 2,6-diklorofenol-indofenol ile titrimetrik olarak
yapilmistir. Yontemin ilkesi, bir redoks indikat6rii olan 2,6-DCPIP’ nin indirgenmesi esasina
dayanmaktadir (Malclver, 1998). 2,6-DCPIP nétral ve alkali ¢ozeltide mavi, asit ¢ozeltide
kirmizi, indirgenmis sekilde ise renksizdir. Askorbik asit, ayarlanmis bir 2,6-DCPIP ¢ozeltisi
ile asitli ortamda dogrudan dogruya titre edilir. Bu boyar madde ayni zamanda belirteg
gorevini goriir. Bu reaksiyon sirasinda 2,6-DCPIP renksiz 16ko tiirevine indirgenir, askorbik
asit de dehidroaskorbik aside dontisiir. Bitis noktasinda indirgenmemis boyar madde fazlasi,

asitli ¢ozeltide giil pembe renk verir.

Yontem bugiin i¢in standart analiz yontemi olmakla beraber bazi giicliiklerle karsilanir. Bu

giicliikler, renkli 6rneklerdeki indikat6r renginin doniim noktasinda kolay tespit edilememesi
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ve baz1 orneklerde tayini etkileyen bagka yiikseltgen maddelerin bulunmasidir. Ancak bu gibi

durumlarda gerekli 6nlemler alinabilmektedir.

Ayrica, 2,6-DCPIP’ nin askorbik asitle verdigi pembe renkli kompleksin goriiniir bolgede,
520-540 nm’ deki absorbansinin kolorimetrik oOl¢iimiinden yararlanilarak miktar tayini

yapilmaktadir.

2,6-DCPIP’ nin askorbik asit ile reaksiyonu agagida goriilmektedir (Haddad, 1977).

oH
cl cl Cl Cl o=C
| > o=t
Hﬂ—i‘f.‘ B !
c O0=C 0
N + HO—C NH 1
I — H~C
H—C . |
| HO—C—H
HO —'I: ~=H . I
CH:OH
OH CH>0H OH
2,6-diklorofenol-indofenol Askorbik asit Indirgenmis belirteg Dehidroaskorbik asit
(alkali ortamda mavi, (1oko tiirevi, renksiz)

Asitli ortamda kirmizi)

Sekil 2.3 Askorbik asidin 2,6-diklorofenol-indofenol ile reaksiyonu

Askorbik asidin titrimetrik tayininde kullanilan diger bir reaktif N-bromosiiksinimidtir.
Titrasyon sirasinda askorbik asit dehidroaskorbik aside yiikseltgenir. Yontem NBS’ in
fazlasinin, ortamda bulunan potasyum iyodiirden a¢iga ¢ikan iyodun nisasta ile mavi renk

vermesine dayanir (Haddad, 1977).

Florimetrik yontem askorbik asidin floresans kompleks olusumuyla tayinine dayanan spesifik
bir yontemdir. Askorbik asit kompleksinin floresansi spektrofotometrik olarak 6l¢tliir (Packer

ve Fuchs, 1997).

Toplam C vitamini yani askorbik asit ve dehidroaskorbik asidin birlikte belirlenmesi i¢in
gelistirilmis standart analiz yontemine gore (Maclver, 1998), 6nce askorbik asit uygun bir
oksidasyon reaktifi ile dehidroaskorbik aside (DHAA) dontstirilir. Bu yontem, o-
fenilendiaminin DHAA” daki cis hidroksil gruplariyla birleserek floresans kinoksalin tiirevi
olusturmasima dayanir. Ornekler metafosforik-asetik asit ¢ozeltisiyle ekstrakte edilir, aktif
komiir (NORIT) kullanilir ve askorbik asit dehidroaskorbik aside yiikseltgenir. Daha sonra o-
fenilendiamin katilarak renkli ¢ozeltilerinin florimetrik 6l¢timii yapilir. Ayni anda ayni1 sekilde

hazirlanan standartlarla karsilastirilarak C vitamini miktar1 belirlenir.



16

Elektroanalitik yontemlerden polarografik yontem askorbik asit tayininde kullanilmaktadir.
Askorbik asit, asidik ortamda (pH = 2,5 — 6,0) yaridalga potansiyel araligi +170 ile +20 mV
arasinda degisen sitrat tamponunda iy1 tanimlanan anodik akim verir. Bu anodik akimin dalga
yiiksekliginden konsantrasyonu bulunur (Sahbaz ve Somer, 1992). Kolorimetride ve
titrimetrik yontemlere gore, polarografide drnek hazirlama oldukg¢a kolay olup, hazirlama ve

6l¢tim esnasinda vitaminin oksidasyonu dnlenmis olur ve birka¢ mL 6rnek yeterlidir.

2,6-DCPIP ile titrasyondaki renk degisimleri renkli ¢ozeltilerde ve hizli otomatik
titrasyonlarda kullanilamaz. Boyle durumlarda kalomel elektrod ve platin elektrod
kullanilarak 2,6-DCPIP ¢ézeltisiyle potansiyometrik otomatik titrasyon kullanilir. Once bir
baseline potansiyeli (en diisitk mV) tayin edilir. DCPIP ¢6zeltisi 30 saniye araliklarla katilarak
mV degerleriyle ¢izilen potansiyometrik egrinin doniim noktasindan bulunan mL sarfiyattan

askorbik asit miktar1 bulunur (Spaeth vd., 1962).

Askorbik asit ayrica ince tabaka kromatografisi (TLC) ile ayrildiktan sonra, tabakalarin
renklendirilmesi ve bunu takiben renkli lekelerin eliie edildikten sonra kolorimetrik olarak
kantitatif tayinleri yapildig1 gibi, dogrudan tabakadaki lekelerin intensitelerinin densitometre

ile okunarak da tayinleri yapilabilmektedir (Stahl, 1969).

UV, elektrokimyasal ve florimetrik dedektorlere ilaveten kiitle spektrometresi de kullanilir.
Kiitle spektrometresi kullanilarak reaksiyon tiirevi kinetiginden yararlanarak dehidroaskorbik
asit ol¢iiliir. Diger kiitle spektrometre metodu ise, izotop orani teknigidir. Bu metodda, bilinen
bir miktardaki C" 6rnege ilave edilir ve drnekteki askorbik asit miktar1 hesaplanir, bu sonug

ve ilave edilen C'* miktari karsilastirilir (Packer ve Fuchs, 1997).

Gelisen analiz yontemleri ve enstriimental analizin yaygin olarak kullanilmasiyla gliniimiizde
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi (GC) gibi modern
cihazlarla kalitatif ve kantitatif C vitamini analizi yapilabilmektedir. Biyolojik sivi ve
dokularin asit igerigini 6lgmek icin elektrokimyasal dedektér uygundur. Bu askorbik asidin
oksidasyon ve rediiksiyon ozelligine dayanarak gelistirilmistir. Kromatografik sistemlerin
cogu askorbik asit ve dehidroaskorbik asidin oldugu kadar bunlarin izomer ve tiirevlerinin de
simiiltane Ol¢lilmesi i¢in dizayn edilmistir. Dehidroaskorbik asidi 6lgmek igin Once bir
indirgeme reaktifi ile askorbik aside indirgenir. Kromatografik ayirma ve elektrokimyasal
dedektorlerin secicilik ve duyarliligi nedeniyle bu yontem UV dedektériinden daha biiyiik
secicilik ve duyarlilik saglar. UV dedektor, farmasotik preperatlarda askorbik asit tayini i¢in
kullanilabilir (Packer ve Fuchs, 1997).
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Nelson 1973’ te askorbik asidi diger gida katki maddelerinden HPLC ile ayirmay1 bagarmistir.
Bu yontemle pek ¢ok calisma yaymlanmistir. Yayinlanan bazi ¢aligmalarda sadece askorbik
asit belirlenirken, bazilarinda ise askorbik asit ve dehidroaskorbik asit birlikte
belirlenebilmektedir. Askorbik asidin giiglii bir UV absorbans bandi i1yi bir duyarlilikla
kolayca belirlenebilir, ancak dehidroaskorbik asidin ¢ok zayif bir absorbans bandi olmasi
nedeniyle HPLC uygulanmadan 6nce askorbik aside indirgenmesi daha uygundur (Ottaway,

1993).

Kromatografik yontem pahali ara¢ gere¢ gerektirmekte ve kullanilan kisi tarafindan biiyiik
dikkat istemektedir. Kiigiik endiistri laboratuarlarinda giinde birkag¢ tane analiz yapildig: i¢in

tercih edilmemektedir.

Spektrofotometrik yontem ise, aletsel bir metot olarak endiistri laboratuarlarinda askorbik
asidin tayini i¢in tercih edilmektedir. Cesitli renk veren reaktifler kullanilmaktadir. Bunlar,
amonyum molibdat, 2,4-dinitrofenil-hidrazin, ortofenilendiamin ferrozindir. Ortamda baska
renkli madde varsa girisim yapabilir ve olusabilecek girisimleri énlemek icin bir 6n islem
gerekebilir. Direkt UV spektrofotometresi askorbik asit tayini i¢in basit ve hizli bir yontemdir

(Lau vd., 1987).

2.2 Amino Asitler

2.2.1 Genel Ozellikleri

Amino asitler proteinlerin temel yapisal tniteleridir. Amino asitlerin polipeptit yapisinda

belirli bir diizen icerisinde bulunmasi, proteinlerin ti¢ boyutlu yapisini belirlemektedir.

1806 yilinda kuskonmaz bitkisi (asparagus) hiicre ekstrelerinden ilk elde edilen amimo asit
asparajindir. 1820 yilinda jelatin proteini hidrolize edildikten sonra amino asitlerin en basiti
olan ve tatlimsi bir tada sahip oldugu i¢in glisin ad1 verilen amino asit H.Braconnot tarafindan

izole edilmistir. 1938 yilinda threonin amino asiti W.C.Rose tarafindan kesfedilmistir.

Dogada ylizlerce amino asit bulunmasina ragmen, genellikle bunlardan sadece 20 tanesi
protein yapisinda bulunur. Protein yapisinda bulunan 20 amino asitin hepsi ortak bir yapiya
sahiptir. Biitiin amino asitler ayn1 karbona bagl bir hidrojen, karboksil (-COOH) ve bir de
amino (NH;) grubuna sahiptirler. Onlar yalniz R grubu yada yan zincir ad1 verilen kisimlar
sayesinde degisik yapilara, farkli elektrik ylikiine ve suda degisik oranlarda coziiniirliige

sahiptirler. Amino asitlerin genel molekiil yapis1 sekil 2.4 te verilmistir.
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Sekil 2.4 Amino asitlerin genel molekiil sekli

Amino asitlerde amino grubu a-karbonuna bagli oldugu i¢in biitiin amino asitlere a-amino asit
ad1 verilmektedir. Glisin istisna tutulacak olursa geriye kalan diger 19 amino asitteki a-karbon
atomu asimetrik bir karbon atomudur.Biitiin amino asitler optik bakimdan aktiftirler,
polarimetrede bir diizlemde 15181 saga veya sola saptirirlar. Polarize 15181 saga saptiranla
dekstrorotator izomerlerdir ve “+” ile gosterilirler, sola saptiranlar levorotator izomerlerdir ve

[I3RE]

ile gosterilirler. Bu amino asitlerin spesifik rotasyonudur.

Amino asitlerde a-karbonuna bagli gruplar iki sekilde diizenlenebilirler. Bunlar birbirinin
optik izomeri olan L ve D konfigiirasyonlaridir. Bilesiklerin D veya L seklinde

adlandirilmalarinin optik aktiviteleri arasinda bir ilgi bulunmamaktadir.

Amino asitler nétral pH daki ¢ozeltilerde iyonsuz ve yiiksiiz sekillerinden ziyade dipolar iyon
veya zwitterion seklinde bulunmayi tercih ederler. Dipolar iyon seklini aldigi zaman, amino

grubuna bir proton girmis karboksil ise dissosiye olmus durumdadir.

i

MH;

I
R—flﬂ—CClD
H

Sekil 2.5 Dipolar iyonlu amino asit (Zwitterion Sekli)

Amino asitler proteinlerden derisik HCI ve H,SO4 gibi kuvvetli asitlerle veya NaOH gibi
kuvvetli bazlarla hidrolize edilerek veya pepsin, tripsin, kimotripsin gibi enzimlerle hidrolize

edilerek elde edilirler.

Amino asitler karisimi1 pH 5,5 ayarlanip yine ayn1 pH da kagit elektroforezine tabi tutulacak

olursa, li¢ ana gruba ayrildig1 gozlenir.

1. Birinci grupta, pH 5,5 da net elektrik yiikleri sifir olan amino asitler bulunmaktadir. Bu
grupta bulunan amino asitler monoamino ve monokarboksilik amino asitler olup pH 5,5 de

hareket etmezler. Bu amino asitlere notr amino asitler de denir.
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2. Ikinci grup amino asitler katoda hareket etmektedirler. Bu grup amino asitlerde birden
fazla azot ihtiva eden grup bulunur ve net elektrik yiikleri de pozitiftir. Bunlara bazik amino

asitler adi1 verilir.

3. Ugiincii gruptaki amino asitler anoda dogru hareket ederler, birden fazla karboksil grubu

ihtiva eden amino asitlerdir ve asidik amino asitler olarak adlandirilmaktadir.
Amino asitler R grubunun yapi ve 6zelligine gore degisik sekilde siniflandirilmaktadir.

Notral Amino Asitler: Monoamino monokarboksilli amino asitlerdir. Bunlar yan zincirlerinin

yap1 ve 0zelligine bakilarak tekrar alt sinifflanmaya tabi tutulmaktadir.

Diiz Zincirli Amino Asitler: Yan zinciri diiz olan amino asitler bu gruba girmektedir. Bunlar

glisin, alanin, valin, leusin ve izoleusindir.

Hidroksilli Amino Asitler: Yan zincirinde hidroksil grubu ihtive eden amino asitlere

hidroksilli amino asitler denir. Serin ve threonin bu grup amino asitlerdir.

Aromatik Amino Asitler: Bu grup amino asitler alanin amino asitinin metil grubuna fenil,

hidroksi fenil ve indol halkasinin baglanmasiyla olusmuslardir.

Siilfiir Grubu Iceren Amino Asitler: Monoamino ve monokarboksilli amino asitlerden sistein
ve methionin siilfiir grubu iceren iki amino asittir. Sistin ise iki sisteinin siilfiir gruplarinda

birbirine baglanmasi ile olusan iki amino ve iki karboksik grubu iceren bir disisteindir.

Bazik Amino Asitler: Bu amino asitlerin yan zinciri pH 7’de net pozitif yiike sahiptir. Bu
amino asitlerin hepsi alt1 karbonludur. Bunlardan lizin epsilon amino (e-NH,) grubu ile pozitif
yiike sahiptir. Arjinin guanidinium grubu ile, histidin ise imidazolium grubu ile pozitif yiike

sahiptirler.

Asidik Amino Asitler: iki karboksil grubuna sahip olan amino asitlerden birincisi aspartik asit
ikincisi ise glutamik asittir. Her iki amino asitte pH 6 ve 7 de tamamen iyonize olmakta ve
asidik ozellik gostermektedir. Bu iki amino asitin amidleri olan asparajin ve glutamin de

protein yapisinda bol miktarda bulunmaktadir.

Amino asitler renksiz maddeler olup, genel olarak suda c¢oziiniirler. Etil alkolde ya az
¢oziiniirler ya da hi¢ ¢6zlinmezler. Eter de ise hi¢ ¢ozlinmezler. Bakir, mangan, kobalt gibi
agir metal iyonlariyla kelat kompleksleri teskil ederler. Ornegin, Cu®" iyonu ldsinle suda

¢oziinmeyen, glisinle suda ¢oziinen bir kompleks verir (Tekman ve Oner, 1994).
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Amino asitlerin Cu(Il) ile olusturduklar1 komplekslerin genel yapisi asagidaki gibidir;

i) H,
N—-Q N R
Ly
F [}J 0 .
H,

Sekil 2.6 Cu(Il) — amino asit kompleksinin molekiil sekli

Metal — ligand reaksiyonlarinin &zelliklerinin anlasilabilmesi icin, reaksiyonun kararlilik
sabiti son derece onemlidir. Calismada kullanilan baz1 amino asitlerin Cu(Il) ile verdikleri

komplekslerin kararlilik sabitleri soyledir (Furia, 1972);
Alanin: 8,18 Aspartik Asit: 8,57 Glutamik Asit: 7,85
Glisin: 8,22 Fenilalanin: 7,74 Histidin: 10,60
2.2.2 Amino Asitlerin Asit-Baz Ozellikleri

Amino ve karboksil grubunun ayn1 molekiilde bir arada bulunmasi sonucunda molekiil asit
veya baz olarak davranir ve amino asitler amfoteriktir. Amino asitlerde a-COOH ve a-NH;

gruplar1 iyonlasabilir.
RCOOH « RCOO + H" (2.6)
RNH;" < RNH, + H" (2.7

Karboksil grubunun amino grubundan bir hayli gii¢lii asit olmasina ragmen, yazilan bu denge
reaksiyonlar1 amino asitlerin en azindan iki zayif asit grubu icerdigini gostermektedir. Amino
ve karboksil gruplarinin pK degerleri sirasiyla 9,6 ve 2,3’ tiir. Buna gore amino asitler {i¢

genel formda bulunabilirler.
Diisiik pH da amino ve karboksil gruplar1 protonlanir ve molekiil asidik yapida bulunur.

MH;

I
R—?—CDDH
H

Sekil 2.7 Amino asitlerin asidik yapisi

pH noétrallige dogru arttirilirsa, amino asitler zwitterion hale gelirler, yani pozitif ve negatif

yiikleri birlikte tasirlar (sekil 2.5).
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pH daha ¢ok arttirilirsa, molekiil bazik olur.

IMH;

I ;
R—?—CDD
H

Sekil 2.8 Amino asitlerin bazik yapisi

Buna gore amino asit notral ¢ozeltiye katilirsa pozitif iyon, alkaliye eklenirse negatif iyon
formundadir. Bu nedenle amino asitin nétral, pozitif veya negatif yiiklii olmas1 ortamin pH’

sia gore degisir.

Amino asit notral oldugu zaman pozitif ve negatif yiikler esittir. Bu durum amino asitin izo
elektrik noktasinda gerceklesir ve bu haline dipolar iyon veya zwitterion denir. Asit baz
kapasitelerinden dolayr zwitterionlar tampon gibidir. Bdylece pH degisimlerini onler.
Ozellikle canli hiicrelerde, hiicrenin sinirli pH degerleri i¢inde islevini yapabilmesi i¢in amino

asitlerin tamponlama 6zelligi son derece dnemlidir.

Amino asitlerdeki karboksil, amino ve iyonlasabilen R gruplarinin asidik kuvveti, tipik
organik asitlerdeki gibi asitlik sabiti K, ile ya da ¢ogunlukla bunun negatif logaritmasi olan
pK., ile tanimlanir. Amino asit, peptit veya proteinin net yiikii, sulu ortamin pH’ sina baglidir.
Bu olay herhangi bir amino asitin veya proteinin titrasyonu boyunca izlenebilir (Sekil 2.9).
Amino asit veya proteinin net yiikii sifir oldugunda, esdegerlik noktasina yani izoelektrik
noktaya gelinmistir (pl).

Proteinler i¢in pl degeri, proteinin elektriksel alana go¢ etmedigi pH degeri olarak

tanimlanabilir. Bir baska degisle, bir protein pH derecelerinde ilerlerken, hangi pH degerinde

go¢ etmeyi durdurursa, o deger proteinin izoelektrik noktasidir.

R

@ |
H,N—CH—COOH
(katyon)

Sekil 2.9 Basit amino asitler i¢in titrasyon egrisi
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Basit amino asitlerin (iki fonksiyonel grup igceren) genel titrasyon egrisi yukaridaki gibidir.
Tamamiyla protonlanmada —COOH grubu i¢in pK, degerleri 1,8 - 2,4; -NH;" grubu icin ise

8,8 — 9,7 arasindadir. Amino asitlerin izoelektrik noktalar1 5,5 ile 6,2 arasinda degisir.

2.2.3 Amino Asitlerin Coziiniirliigii

Hidrofilik amino asitlerde R grubu su ile hidrojen bagi yapmakta ve genellikle sulu
cozeltilerde ¢oziinmektedirler. Serin, threonin ve tirozin hidroksil grubunun, sistein siilfidril
grubunun, asparajin ve glutamin ise amid grubunun fonksiyonuyla hidrofilik sinifa
girmektedir. Bunlardan sisteinin siilfidril grubu ile tirozinin hidroksil grubu pH 7 de bir
miktar iyonlasir ve diger amino asitlere gére ¢cok daha kolay proton kaybederler. Asparajin ve

glutaminin amid gruplar ise kolayca aspartik asit ve glutamik asite hidrolizlenirler.

Hidrofobik amino asitlerin R gruplar1 suda c¢ok az c¢oziiniirler veya hi¢ ¢oziinmezler.

Hidrokarbon i¢eren amino asitlerde yan zincir uzunlugu arttikca polarite azalmaktadir.

2.2.4 Amino Asitlerin Optik Ozelligi

Dort farkli bilesenli tetrahedral karbon atomuna kiral denir. Amino asitlerde sadece glisin
kiral 6zellik gostermez; cilinkii R grubu hidrojendir. Kiral 6zellik molekiiliin polarize 15181
saga veya sola ¢evirebilme 6zelligi olarak tanimlanabilir. Proteinlerde bulunan biitiin amino
asitler L-gliseraldehit gibi ayn1 mutlak sterik konfigiirasyondadir ve hepsi L-o-amino asittir.
Dogada bulunmalarina ragmen D-amino asitler proteinlerde asla bulunmazlar. D-amino asitler
stk sik polipeptit antibiotiklerde bulunmaktadir. Ikinci asimetrik merkez izoleusin,

hidroksilizin, threonin ve hidroksiprolin amino asitleri i¢in mevcuttur.

Aromatik amino asitler triptofan, tirozin ve fenilalanin 6zellikle ultraviyole bolgede 15181
absorplar. Proteinlerin ultraviyole 15181 absorplama yetenekleri, ultraviyole alanda giiglii
absorplama yapan triptofana baglidir. Birgok protein tirozin kalintilart igerdiginden

spektroskopik dl¢timlerde dalga boyu 280 nm kullanilir.

Triptofan, tirozin ve fenilalanin proteinlerin yapisindaki floresans veren amino asitlerdir. Bu
amino asitler, proteinlerdeki konformasyon degisikliklerini belirleyen grup olarak kullanilir.
Bunlardan kuantum verimi en yiiksek olani triptofandir. Triptofanin emisyonu yerlesmis

oldugu ¢evreye 6nemli dlgiide baglidir.
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Cizelge 2.1 Baz1 amino asitler i¢in R gruplari, pK ve pl degerleri

*pK degerleri R gruplar i¢indir (Fennema, 1996)

Grup Isim R pKy K, pl
(a-COO") | (0-NH;3")
. Glisin H 2,34 9,78 6,06
=]
S~ |Alanin _CH; 2,35 9,69 6,02
é < | valin -CH(CHs), 2,32 9,62 5,97
O
g2 |Losin _CH,CH(CH;), 2,36 9,60 5,98
o
= izolosin ~CH(CH3)CH,CHj 2,36 9,68 6,02
3 Serin _CH,OH 2,21 9,15 5,68
g =
27
g3
g =
- = | Threonin _CH(OH)CHj 2,63 10,43 6,53
R
g E
e
Aspartik Asit | -CH,COOH 2,09 9,82 2,97
?;) 3,86*
4
2 Asparajin -CH,CONH, 2,02 8,8 5,41
=
o
é Glutamik Asit | -(CH,),COOH 2,19 9,67 3,22
g 4,25%
o
= Glutamin -(CH;),CONH, 2,17 9,13 5,65
Lizin - CH2)4NH2 2,18 8,95 9,74
2
= 10,53*
2 5 | Arjinin r;le 2,17 9,04 10,76
E =
g 3 —(CHy)sNHC=NH 12,48
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Cizelge 2.1 (Devam) Bazi1 amino asitler i¢cin R gruplari, pK ve pl degerleri

*pK degerleri R gruplar i¢indir (Fennema, 1996)

Grup Isim R pKi K pl
(a-COO") | (0-NH;3")

Sistein -CH,SH 1,71 10,78 5,02

g 8,33*

5

Q Sistin CH,S,CH,(NH,)CHCOOH 1,65 7,85 5,06

é 2,26 9,85

7 Methionin -CH,CH,SCH; 2,28 9,21 5,75
Fenilalanin O 1,83 9,13 5,98

= —-CH,

[}

=

o

S Tirozin 2,20 9,11 5,65

e Spm OH

g 10,07*

£

2 | Triptofan —cnz—@ 2,38 9,39 5,88

<

& N

o

5 H

= Histidin -, — 1,82 9,12 7,58

= )\ *

n HN\/N 6,00

2.2.5 Calismada Kullanilan Amino Asitler

2.2.5.1 Alaninin (Ala) Fiziksel-Kimyasal ve Farmakolojik Ozellikleri

GO
+H3N—+ —H

“H;

Sekil 2.10 Alaninin molekiil sekli

Kimyasal Formiil: CsH7NO,, L-a-aminopropiyonik asit

Molekiil Agirligi: 89,09 g/mol

Erime Noktasi: 297°C
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Alanin veya L-alanin, viicutta basit bir seker olan glukozun enerjiye ¢evrilmesine ve fazla
toksinlerin atilmasina yardimci olur. Amino asitler proteinlerin yapi taslaridir ve kuvvetin,
saglikl kaslarin anahtaridir. Viicut, kas proteinlerini enerji tiretmek i¢in kullandig1 anlarda
olusan aerobik aktiviteler sirasinda hiicreler zarar gorebilir. Alanin, hiicreleri bu zararlardan

korumaya yardimeidir.

Alanin, alanin dongiisii ad1 verilen ve bir seri kimyasal reaksiyondan olusan ¢ok énemli bir
olayla viicuttaki azot ve glukoz seviyelerini dengede tutar. Alanin dongiisii boyunca,
hiicrelerdeki veya dokulardaki herhangi bir amino asitin fazlaligi, glukozun yikimiyla olusan
ve reseptor molekiil olarak adlandirilan priivata aktarilir. Daha sonra priivat alanine dontisiir
ve canliya iletilir. Canli alaninden azot ¢ikarir ve bunun bir kismini daha sonra glukoz
yapiminda kullanmak {izere priivata doniistiirir. Azotun bir kismi ise lreye doniistiiriiliir.
Glukoz, priivat, alanin, priivat, glukoz seklinde ilerleyen bu dongili, hiicre yasamini
desteklemesi i¢in viicuda gerekli olan enerjiyi saglamada yardimci olmaktadir. Ayrica bu
dongii, viicutta glukoz ve amino asit sentezinde kullanilmasi i¢in belirli bir miktar priivat

saglar.

Alanin viicuttaki glukoz seviyesinin korunmasinda énemli rol oynar; bdylece viicuda enerji
saglar. Ayrica kan sekerinin diizenlenmesinde de yardimcidir. Arastirmalar sonucunda insiilin
kullanan seker hastalarinin belirli bir miktar (giinlikk 500-2000 mg) L-alanin aldiklarinda,

ozellikle geceleri kan sekerlerindeki diistikliigiin engellendigi goriilmistiir.

Alanin temel bir amino asit degildir. Yani direkt olarak giinliik besinlerden alinmaz; viicut bu
amino asiti kendisi tretir. Hipoglisemi, diabet ve hepatit hastalarinda alanin miktar1 diisiik
seviyelerde bulunmasina ragmen, alanin eksikliginin bu hastaliklara sebep oldugu
kesinlesmemistir. Viicudun alanin {iretmesi i¢in B vitaminlerine, 6zellikle Bs ve Bg
vitaminlerine ihtiyaci vardir. Bunun yani sira alanin, valin, 16sin, izolosin gibi dallanmis yan

zincirli amino asitlerden tiretilebilir.

Alanin suda 25°C’ de 166,5 g/L ve %80 lik soguk etanolde %0,2 oraninda ¢6ziiniirken, eter
icerisinde ¢oziinmez (The Merck Index, 1989).
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2.2.5.2 Asparajinin (Asn) Fiziksel-Kimyasal ve Farmakolojik Ozellikleri
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Sekil 2.11 Asparajinin molekiil sekli
Kimyasal Formiil: C4HsN,O3, a-aminosiiksinamik asit, aspartik asit 3-amid
Molekiil Agirligr: 132,12 g/mol
Erime Noktasi: 234 — 235°C

Asparajin, aspartik asit ile baglantili bir amino asittir. Aspartik asit amonyak ile birleserek

asparajine donismektedir.

Viicut metabolizmasinin ve aspartik asit sentezinin yavaglamasi asparajinin viicutta diisiik
seviyelerde bulundugunu gosterir. Bu durum, viicuda alinmis fazla proteinin yikim iirtinii olan
{irenin sentezini ve atilmasmi yavaslatir. Urenin viicuttan tam olarak atilmamasi azot igeren
zehirli maddelerin olusmasma sebep olur. Bu maddeler canlida dalginlik, bas agrisi,
depresyon, sinirlilik ve ileri sathalarda psikolojik bozukluklara neden olur. Eger dengeli
beslenilirse viicutta asparajin yetersizligi olusmaz. Ciinkii uygun besinlerin emilimiyle viicutta

gerektigi miktarda amino asit tiretilecektir.

L-Asparajin, D-asparajinden daha ¢ok yaygindir ve genellikle monohidrat olarak bulunur.
Asparajinin mono hidrat tuzu suda 28°C’ de %3,53 oraninda ¢6ziintir. Metanol, etanol, eter
ve benzende ¢oziinmeyen asparajin, asit ve alkali icerisinde ¢oziinmektedir (The Merck Index,

1989).

2.2.5.3 Aspartik Asidin (Asp) Fiziksel-Kimyasal ve Farmakolojik Ozellikleri
Ll
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Sekil 2.12 Aspartik asitin molekiil sekli
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Kimyasal Formiil: C4H7NO,, aminsiiksinik asit, 2-aminobiitan-diyonik asit
Molekiil Agirligr: 133,10 g/mol
Erime Noktasi: 270 — 271°C

L-aspartat olarak da bilinen aspartik asit metabolizmanin din¢ olmasina yardimci olur ve
bazen de fiziksel zihinsel yorgunluk, bitkinlik ve depresyonun tedavisinde kullanilir. Aspartik
asit sitrik asit dongiistinde asparajin, arjinin, lizin, methionin, threonin, izolsin gibi amino
asitlerin sentezi siiresince 6nemli rol oynamaktadir. Bir koenzim olan nikotinamid adenin
diniikleotit (NADH) molekiiliinii hiicrenin ana gdvdesinden hiicre mitokondrisine tagiyarak
viicuda enerji saglar. Mitokondri hiicrenin ATP yani enerji tirettigi organeldir ve buradan
tiretilen enerji biitiin hiicresel aktivitelerde kullanilir. Aspartik asit beyindeki NADH
konsantrasyonunu arttirarak zihnin daha duyarli ¢calismasini saglamaktadir. Ayrica amonyak
gibi karaciger, beyin ve sinir sistemine zarar veren toksinlerin viicuttan atilmasina

yardimcidir.

Aspartik asit, saglikli RNA ve DNA yapimu i¢in gerekli olan minareleri hiicrelere tasir ve

immiin sistemin proteinlerinin iretimini destekleyerek immdiin sistemi giiglendirmektedir.

Temel bir amino asit olmayan aspartik asit disaridan besinler yoluyla alinmaz, viicut
tarafindan yapilir. Ancak tabletler seklinde ilaveleri satilmaktadir. Protein bakimindan zayif
gidalar tiiketen, diizensiz ya da kotii beslenen kisilerde aspartik asit ile diger amino asitlerin

yetersizligi gozlenir ve asir1 derecede yorgunluga yada depresyona sebebiyet verir.

Aspartik asit suda 20°C, 30°C’ de 1 g/222,2 mL ve 1 g/149,9mL, ayrica asit ve alkalide
¢Oziiniir; alkolde ¢6ziinmez (The Merck Index, 1989).

2.2.5.4 Fenilalaninin (Phe) Fiziksel-Kimyasal ve Farmakolojik Ozellikleri

lec:m:r
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Sekil 2.13 Fenilalaninin molekiil sekli

Kimyasal Formiil: CoH;;NO,, B-fenil-alanin, a-aminohidrosinamik asit
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Molekiil Agirhigr: 165,19 g/mol
Erime Noktas1: 283°C

Fenilalanin temel bir amino asittir ve merkezi sinir sisteminin normal islemesi i¢in gereklidir.
Depresyon belirtilerinin ve kronik acilarin kontrolii gibi merkezi sinir sisteminin normal
calismamasiyla ilgili birgok hastaligin tedavi edilmesine yardimcidir. Ozellikle beyin
rahatsizliklariin tedavisinde etkindir; ¢iinkii beyin-kan zarindan gecebilmektedir. Beyin-kan
zarinin, kirmizi kan hiicreleri ve beynin destek hiicrelerince korunan bir yapisi vardir ve beyni
kanda dolasan toksin, bakteri, viriislerden korur. Sadece bu zardan gecebilen kimyasallar

beyin fonksiyonlarina etki edebilir.

Viicudun epinefrin, dopamin ve ndroepinefrin hormonlarini yapabilmesi i¢in fenilalanine
ithtiyaci vardir. Bu ii¢ norotransmiter temel olarak kisinin algilamasini ve ¢evreyle etkilesimini
kontrol eder. Fenilalanin alimiyla kisinin mutluluk ve uyaniklik hissi artarken aclik hissi
azalmaktadir. Ayrica kronik agrilarin tedavisi, hafiza ve konsantrasyon gelisimi bu amino

asitle saglanabilmektedir.

Fenilalaninin L-fenilalanin, D-fenilalanin ve DL-fenilalanin olmak tizere ii¢ farkli yapisi
vardir. Bunlarin her biri farkli rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. D yapis1 acinin
kontrol edilmesinde daha etkinken, L yapis1 ruhsal ve zihinsel kontrolde, DL yapist ise aci
hissine ve zihinsel aktivitelere karsi duyarlidir. Bunlarin yaninda Parkinson hastalifinin ve
sizofrenin tedavisinde de fenilalanin kullanilir. Ancak bu ciddi saglik problemlerine sahip hig¢
kimse uygun doz miktarin1 ve olusabilecek yan etkileri bir doktora danigmadan fenilalanin

kullanmamalidir.

Yiiksek tansiyona sahip veya migreni olan kisiler fenilalanin almamalidir veya igerisinde ¢ok
miktarda bu amino asitten bulunduran yiyecekler tiiketmemelidir. Ctnkii fenilalanin bu
rahatsizliklarin artmasina veya ilerlemesine neden olabilmektedir. Bu durum kalitsal bir
rahatsizlik olan fenilketoniiri (PKU) olarak adlandirilmaktadir. Fenilalanin 6zelikle monoamin
oxidase (MAOQ) inhibitorleri iceren antidepresanlarla birlikte alinmamalidir. Aksi takdirde kan
basincinda hayati tehdit edici degisimler olusturur. Yiiksek dozlarda fenilalanin kullanilmasi

sinir sistemine zarar verir.

Yetigkin kisilere giinlilk 2,2g fenilalanin alimi tavsiye edilmektedir. Bir yumurtada %5.,4,
kaymaksiz siitte ise %35,1 oraninda fenilalanin bulunmaktadir. insan organizmasi D-
fenilalaninden ¢ok az yararlanmaktadir. L-fenilalanin ticari olarak proteinlerden, 6rnegin
ovalbumin, laktalbumin, zein ve fibrinden izole edilebilir. Metanol ve etanolde ¢ok az

¢oziiniirken, suda 25°C” de 29,6 g/L ¢oziinmektedir (The Merck Index, 1989).
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2.2.5.5 Glisinin (Gly) Fiziksel-Kimyasal ve Farmakolojik Ozellikleri
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Sekil 2.14 Glisinin molekiil sekli
Kimyasal Formiil: C,HsNO,, aminoasetik asit, glikokol
Molekiil Agirlhigr: 75,07 g/mol
Erime Noktasi: 233 — 290°C

Glisin kas dokularinin olusumunda ve glukozun enerjiye cevrilmesinde kullanilir. Ayrica
merkezi sinir sistemi ve sindirim sisteminin korunmasinda yardimcidir. Bazi kanser tiplerine

kars1 antioksidan etki gosterdigi bilinmektedir.

Viicutta normal RNA ve DNA yapilarinin olusturulmasina yardimci olan glisin, hiicresel
fonksiyon ve olusumlarin uygun yapilanmasini saglamaktadir. Ayrica hemoglobin
biyosentezinde kullanilmaktadir. Viicuttaki keratin miktarini arttirarak kas dokularinin zarar
gormesini Onler. Viicut icerisinde glisin miktar1 kaslarda oldugu kadar ciltte ve diger bag
dokularinda da fazladir. Cildin ve bag dokularinin sik1 ve esnek olmasini saglayan kollojenin
1/3 1 glisinden olusmaktadir. Eger viicut glisinsiz kalirsa dokulardaki hasar tamir edilemez,
cilt sarkik, gevsek bir hal alir ve serbest radikal, UV 1sinlar1 ve oksidasyona karsi

dayanikliligini kaybeder.

Glisin, enerji icin gereken glukozu sagladigindan glukogenik amino asit olarak da adlandirilir.
Kandaki seker seviyesini diizenlediginden diisiik enerjiye ve bitkinlige dayali hipoglisemi,
anemi ve kronik bitkinlik sendromu (CFS) gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Yaglarin sindirilmesinde kullanilan safranin ve mide asitligini diizenleyen maddelerin
sentezine yardimci olan glisin, sindirim sisteminin diizenli bir sekilde ¢alismasin

saglamaktadir.

Glisin Merkezi sinir sistemi islevleri i¢cin gerekli bir amino asittir. Yapilan arastirmalarda bu
amino asitin hiperaktivite ve manik depresyon hastaliklarinda norotransmitterlerin sebep
oldugu nobetleri engelledigi goriilmiistiir. Ayrica gerektiginde bir baska nérotransmitter olan
serine doniiserek sizofren hastalifinin yonetiminde yararli olabilmektedir. Bunlarin yaninda
yapilan 6n denemeler sonucunda kanser tedavisinde umut verici sonuglar vermistir. Glisinin

timor ve melanoma ilerlemesini 6nleyebilecegi diistiniilmektedir.
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Balik, et, siit, peynir gibi yiiksek protein igeren yiyecekler glisinin en iyi kaynagidir. Bunun
yani sira birgok amino asit kapsiil ve toz halde kullanilabilir. Glisin 100 ml suda 25°C’ de 25
g ¢oziinmektedir (The Merck Index, 1989).

2.2.5.6 Glutamik Asidin (Glu) Fiziksel-Kimyasal ve Farmakolojik Ozellikleri
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Sekil 2.15 Glutamik Asitin molekiil sekli
Kimyasal Formiil: CsH9NOy, glutaminik asit, 2-aminopentandiyonik asit
Molekiil Agirligi: 147,13 g/mol
Erime Noktasi: 247 — 249°C

Glutamat olarak da adlandirilan glutamik asit, seker ve yag metabolizmasiin diizeni i¢in
onemli bir amino asittir. Ayrica kisilik bozukluklarmmin ve c¢ocukluk donemi davranis

bozukluklarinin diizeltilmesinde tedavi edici bir etkisi bulunmaktadir.

Glutamik asit viicutta bir bagka amino asit olan glutamine veya beyinde inhibitor
norotransmitter olarak goérev yapan gamma aminobiitrik asite (GABA) doniisebilmektedir.
GABA yetersizligi, beyinde asir1 aktiflie, nobetlere veya hiperaktif davraniglara sebep

olmaktadir.

Birgok gida maddesinde tatlandirma amacl kullanilan, glutamik asitin sodyum tuzu
monosodyum glutamata (MSG) alerjisi olan kisilerin, glutamik asit kullanmamalar
gerekmektedir. Aksi takdirde kas, karin, mide agrilar1 goriilmektedir. Bu kisiler glutamik

asitten kaginarak veya B6 vitamini kullanarak bu olumsuz etkilerden korunabilirler.

Glutamik asitin D, L ve DL yapilariyla, sodyum ve magnezyum tuzu da bulunmaktadir. L
yapisi suda 25°C’ de 8,64 g/L ¢oziiniir; metanol, etanol, eter, aseton ve soguk asetik asitte
coziinmez. Sadece L-glutamik asit yiyeceklerde lezzet kalitesini arttirmak amaciyla
kullanilmaktadir. Hidroklorit yapis1 ise bira {retiminde lezzeti iyilestirmek igin

kullanilmaktadir (The Merck Index, 1989).
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2.2.5.7 Glutaminin (GIn) Fiziksel-Kimyasal ve Farmakolojik Ozellikleri
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Sekil 2.16 Glutaminin molekiil sekli
Kimyasal Formiil: CsH;oN,Os;, 2-aminoglutaramik asit, glutamik asit 5-amid
Molekiil Agirligr: 146,15 g/mol
Erime Noktasi: 185-186 °C

Glutamin viicuttaki kaslarin yapilandirilmasinda ve korunmasinda yardimei bir amino asittir.
Ayrica zehirli amonyagin viicuttan atilmasinda ve merkezi sinir sisteminin saglikli

calismasinda gorev alir.

Kan-beyin zarindan kolaylikla gegebilen glutaminin beyin fonksiyonlarinin diizenli
calismasina katkist vardir. Bu o6zelligiyle zihinsel fonksiyonlar1 gelistirmede, epilepsi,
depresyon, sizofreni ve bunaklik gibi rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica
sinir sistemi i¢in 6nemli bir enerji kaynagidir. Eger beyin yeteri kadar glukoz alamazsa,

metabolizma glutamin seviyesini arttirarak gerekli enerjiyi karsilar.

Viicutta asit-alkali seviyesini dengede tutan glutamin saglikli bir sindirim sistemine destek
verir. Direkt olarak bagirsak hiicrelerince absorbe edilebileceginden, bagirsak ile ilgili

problemleri olan kisilere yararli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Glutamin normal hiicre boliinmesi siiresince viicudu desteklemektedir. DNA ve RNA
gelisiminde ve immiin sistem hiicrelerinin olusumunda o6nemli rol oynar. Glutamin

eksikliginde immiin sistem gorevlerini yerine getirmemektedir.

Glutaminin 1 grami 20,8 mL suda 30°C’ de ¢6ziiniirken, metanol, etanol, eter, benzen, aseton,

etil asetat ve kloroform gibi coziiclilerde ¢oziinmemektedir (The Merck Index, 1989).
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2.2.5.8 Histidinin (His) Fiziksel-Kimyasal ve Farmakolojik Ozellikleri
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Sekil 2.17 Histidinin molekiil sekli
Kimyasal Formiil: C¢H9N3Os, (S)-a-amino-1H-imidazol-4-propanoyik asit
Molekiil Agirligr: 155,16 g/mol
Erime Noktasi: 287 °C

Viicudun tim kisimlarinda saglikli dokularin gelisiminde ve korunmasinda kullanilmaktadir.
Ozellikle sinir hiicrelerini saran ve beyinden viicudun cesitli bolgelerine mesaj iletimini
saglayan miyelin kilifta histidin kullanilmaktadir. Zihinsel rahatsizliklarin tedavisinde yararl
olabilmektedir. Iyi bir zihinsel ve fiziksel saglik icin viicuttaki histidin miktar1 dengede

tutulmalidir.

Histidin iki yasindan kiigiik cocuklarin biiylime ve gelisimleri i¢in temel bir amino asittir.
Histidin viicutta histamin {iretmektedir. Bu olay histidinden karboksil giderilmesiyle olusur.

Histamin midede asit salgilanmasina ve viicutta alerji reaksiyonlara sebep olmaktadir.

Arastirmalar sonucunda histidinin dogal bir viicut temizleyicisi oldugu, viicudu radyoaktif
zararlara kars1 korudugu ve agir metallerin viicuttan atilmasinda rol oynadigi goériilmistiir.
Viicut i¢in ¢ok 6nemli olan kirmiz1 ve beyaz kan hiicrelerini iirettiginden AIDS hastaliginin

ilk ortaya ¢ikis evresinde Onleyici etki yapabilecegi diisiiniilmektedir.

Diger amino asitler gibi histidin, yiiksek protein iceren Ornegin et gibi besinlerde, ayni
zamanda piring, bugday, cavdar gibi yiyeceklerde bulunmaktadir. Viicut kendi kendine
histidin tiretebildigi gibi dogal kaynaklardan da olduk¢a fazla elde edilmektedir. Bu yiizden
temel amino asit olup olmadig: kesin degildir. Suda 25°C° de 41,9 g/L ¢6ziinen histidin,
alkolde ¢ok az ¢6ziiniir; eterde ¢6ziinmez (The Merck Index, 1989).
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2.3 Mor Otesi (Ultraviyole) Spektroskopisi

Elektromanyetik spektrumdaki 1sinlarin madde ile etkilesmesinin incelenmesine spektroskopi
denir. Elektromanyetik 1s1ma ile madde arasindaki farkl etkilesmelere dayanilarak gelistirilen
spektroskopilerden bazilari; Kizilotesi spektroskopisi (IR), Mor 6tesi ve Gorliniir bolge
spektroskopisi (UV-VIS), Raman spektroskopisi (RS), Mossbauer spektroskopisi (MS),
Niikleer Magnetik Rezonans spektroskopisi (NMR), Elektron Spin Rezonans spektroskopisi
(ESR) dir.

Spektroskopinin temelleri 1665-1666 yillarinda 15181 bir prizmadan gecirerek kirmizidan
mora dogru yedi renge ayiran Newton tarafindan atilmistir (Sekil 2.18). Einstein 1sinlarin
birer kiitlesiz parcacik olan fotonlar seklinde yayildigini ileri stirmistiir. Isitilarak yada
1sinlanarak yani fotonlarla bombardiman edilerek uyarilan bir maddenin yaydig isinlarin
analiz edilmesinden yayma (emission) spektrumu, madde {izerine siirekli gonderilen
1sinlardan maddeyi gecebilenlerin analiz edilmesinden ise sogurma (absorption) spektrumu
elde edilmektedir. Buna gore bir maddenin yayma spektrumundaki beyaz goriinen ¢izgiler

sogurma spektrumunda siyah goriiniir.

Mor o6tesi 1s1ma, dalga boyu 10-400 nm olan 1simadir ve elektromagnetik spektrumda x-
1s1nlart ile goriiniir bolge arasindadir. 10-200 nm bolgesinde uzak mor &tesi, 200-400 nm mor
oOtesi veya yakin mor 6tesi, 400-800 nm bolgesi goriiniir bolgedir. Mor 6tesi ve goriiniir bolge

spektroskopisi elektronik spektroskopi olarak adlandirilir.

VISIBLE INFRARED

100 280 315 400 700 wavelength (nm)

Sekil 2.18 Elektromagnetik spektrum

Biitiin organik bilesikler mor 6tesi 1s1masin1 sogururlar, bununla beraber bir kismi ¢ok kisa
dalga boylarinda 1s1ma yaptiklarindan sadece 200 nm’ den yukari1 sogurma yapan organik

bilesiklerin mor 6tesi analizinin pratik degeri vardir.

Elektronik spektroskopi, organik molekiilde konjigasyonun derecesi ve aromatiklik hakkinda
bilgi verir. Mor 6tesi analizi ile konjuge dienler, izole dienlerden ayrildig1 gibi ¢ift baglarin

sayist da bulunabilir. a,B- konjuge karbonil bilesikleri, a,y- konjuge karbonil bilesiklerinden



34

ayrilabilir. Cok halkali bilesiklerde aromatik konjugasyonun derecesi de yine mor Gtesi

analizlerle anlasilabilir.

Mor 6tesi spektroskopisinden elde edilen bilgi, organik yap1 hakkinda kirmizi 6tesi ve NMR

spektroskopisinden elde edilen bilgi kadar belirtici ve giivenilir olmakla beraber

tamamlayicidir.
E3 Uyariimig
Foton Dlzey
E
(E =hv) 2
JAVAVAVAVA = AE=E-B remel
El Dizey

Sekil 2.19 Elektronlarin ge¢is diizeyleri

Bir molekiil tarafindan mor &tesi 1s1manin sogurulmasi, elektronik uyarmaya yol agar ve bir
elektron diisiik enerjili bir elektronik diizeyden (E;) daha yiiksek enerjili bir diizeye (E;)
gecer. En olasi uyarma, yani temel diizeyden uyarilmis diizeye gecis, basit¢e en diisiik enerjili
bos bir molekiil yoriingesinden en yiiksek enerji dolu bir molekiil yoriingesine gegise karsilik
gelir. Fakat her bir elektronik diizeye titresme diizeyleri ve her bir titresme diizeyine dénme
diizeyleri karsilik geldiginden, elektronik uyarma dénme ve titresim uyarmasina da yol agar.
Sonugta ince bir mor Otesi sogurma ¢izgisi yerine genis bir mor Otesi sogurma bandi elde
edilir.

Sogurma bandinin yeri 6zellikle sogurmanin en yiiksek degerine karsilik gelen dalga boyu ve

sogurmanin siddeti, sogurmaya yol agan elektronik gecisin tiirli hakkinda bilgi verir.
Ultraviyole spektroskopisinden ¢esitli yonlerden yararlanilir. Bunlar baslica sunlardir:

e Kalitatif analizde

e Kantitatif analizde

e Titrasyonda

e Molekil agirlig: tayininde

e Yiik aktarma kompleksi tesekkiiliinde
e Asit ve bazlik sabitlerinin tayininde

o Kompleks stokiyometrisinin ve sabitinin bulunmasinda
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Spektrofotometrik ve fotometrik yontemlerin 6nemli 6zellikleri su hususlari igerir:

e Hem organik, hem de inorganik sistemlere yaygin uygulanabilirlik
e 10" M’ dan 10° M’ a kadar degisen tipik duyarlilik degerleri

e Orta derecede se¢imlilik

e lyi bir dogruluk

e Veri toplama kolaylig1 ve elverisliligi

Bir maddenin absorpsiyon spekturumunu etkileyen baslica degiskenler ¢oziicliniin cinsi,
cozelti pH’ si sicaklik, elektrolit derisimi ve bozucu maddelerin varligidir. Bu degiskenlerin

etkileri bilinmeli ve analiz kosullar1 ona gore secilmelidir (Skoog vd., 1998).

Mor 6tesi spektrometresinde 1s1ma kaynagi olarak mor 6tesi veya goriiniir bolge icin sirasiyla
hidrojen veya doteryum lambasi (185-390 nm) ve tungsten lambasi (350-800 nm) kullanilir.
Monokromatér olarak bir prizma veya kirinim 1zgarast kullanilir. Goriiniir bolge i¢in cam
prizma yeterlidir, fakat mor 6tesi i¢in kuvars (silika) gereklidir. Dogal kuvars 210 nm’ nin
altinda sogurgan oldugu halde, bunun yerine kullanilan saf sentetik erimis kuvars 185 nm’ nin
altinda sogurgandir. Mor &tesi bolgede dedektor olarak fotoelektrik tiip veya fotogogaltict tiip
kullanilir. Birincisinde, havasi bosaltilmis bir kabin kuvars penceresinden giren mor &tesi
1s1ma toprak alkali metal oksit ile kaplanmis bir katot tizerine diiser ve firlayan elektronlar
anot olarak kullanilan bir metal tele akarak bir elektrik olay olustururlar (fotoelektrik olay),

ikincisinde ise akimin siddeti arttirilir (Giindiiz, 1990).

2.3.1 Lambert-Beer Yasasi

Lambert Kanunu: Lambert’ e gore (1760), bir c¢ozeltiden gegen monokromatik bir 1sin
demetinin siddeti, ¢ozeltinin derinligiyle (¢ozelti i¢cinde aldigi yolla) logaritmik, tistel veya

geometrik olarak azalir.

Logaritmik olarak,

I=1,¢e"" veya (2.8)

_ —a.l _ b
I=1,10 (a - A,303j 2.9)

seklinde gosterilir. Analitik islemlerde ikinci esitlik kullanilir.
Io= Gelen 151n demetinin siddeti

I = Cozeltiyi terkeden 1s1nin siddeti
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a= Cozeltiden gegen 151n demetinin dalga boyuna bagli bir sabit
1 = Cozeltinin kondugu hiicrenin kalinlig

Lambert’ in verdigi bu logaritmik baginti daha 6nce Bouger tarafindan da verilmistir (1729).

Bu nedenle kanuna, Lambert-Bouger kanunu da denir.

Beer Kanunu: Beer’e gore (1852) ayn1 derinlikteki bir ¢ozeltiden gegen ve ¢ozelti tarafindan
absorplanan monokromatik bir 1g1n demetinin siddeti ¢6zeltinin konsantrasyonuyla logaritmik

veya iistel veya geometrik olarak azalir.

Logaritmik olarak,

I=1,e"veya (2.10)

_ —a.c _ b
[=1,.10 (a—Aﬁ(B) (2.11)

seklinde verilir. Analitik hesaplamalarda ikinci esitlik kullanilir.
I o = Gelen 1s1n1n siddeti

I = Cozeltiyi terk eden 1s11n siddeti

a = Cozeltinin tiirtine ve dalga boyuna bagli bir sabit

¢ = Cozeltinin konsantrasyonu

Cozeltiyi terkeden 151n1n siddetini biri konsantrasyon, digeri 1s1nin ¢ozelti iginde katettigi yola
baglayan bu iki kanun birlestirilerek Lambert-Beer olarak adlandirilan su temel bagint1 elde

edilir.

I=1,10"""¢ (2.12)
I o = Gelen 151n demetinin siddeti

I = Cozeltiden ¢ikan 151n demetinin siddeti

a = Cozeltinin absorplama katsayisi

| = Isin demetinin i¢inden gectigi ¢ozeltinin kalinlig

¢ = Cozeltinin konsantrasyonu

Esitligin eksi logaritmas1 alinirsa,

log% =alc=A4 (2.13)
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esitligi elde edilir.
A = Absorbans

(2.11) esitliginden anlasilacagi gibi a sabiti, ¢6zelti konsantrasyonu ve hiicre kalinliginin
birimine gore degisir. Konsantrasyon molarite, hiicre kalinlig1 cm olarak alindiginda a yerine
¢ kullanilir. Bu molar absorpsiyon katsayisi veya molar absorbtivite olarak adlandirilir. Birimi

de L mol'em™ dir.
A=¢lc (2.14)

¢ c¢oOzeltideki maddenin bir ozelligi, a ise herhangi bir 6rnegin o6zelligidir. Dolayisiyla
absorbans 6rnegin konsantrasyonuyla ve Ol¢timiin yapildig1 kabin 1s1n yoluyla degisir, € ise
belli bir dalga boyunda 6rnekteki belirli bir madde i¢in konsantrasyon ve 6l¢tim yapilan kabin

151n yoluna bagli olmaksizin sabittir.

Gegirgenlik: Ayni bir 1511 demetinin ¢6zeltiden gegen kisminin ¢oziiciiden gegen kismina

oranina ge¢irgenlik denir ve T ile gosterilir.

T=— 2.15
I (2.15)

buradan da,

A=-logT (2.16)

seklinde bir bagint1 elde edilir.

Lambert-Beer yasasi, pek cok madde i¢in genis bir derisim aralifinda gegerlidir. Mor otesi
spektroskopisi ile kantitatif analiz yaparken, derisimi bilinmeyen maddenin siipheli derisim
aralifinda hazirlanan, derisimi bilinen ¢ozeltileri i¢in ¢izilen Absorbans — Konsantrayon
(Calisma veya kalibrasyon) egrisi dar bir derisim araliinda genellikle dogrusaldir

(Erdik,1993; Skoog vd., 1998).

Nicel olgtimler Lambert-Beer yasasi ile absorbans x konsantrasyon kalibrasyon grafiginin

kullanimini i¢erdiginden dogrusal bir grafik elde edilmelidir.

o

¢ maddeden maddeye degistigi gibi aynm1 bir madde i¢in dalga boyuyla da degisir. Bu nedenle
¢ absorpsiyonun en yiiksek oldugu dalga boyunda (Amax) hesaplanir. En yiiksek tepe noktasi
molar absorptivitenin en yliksek oldugu degeri gosterir ve dolayisiyla bu degerde analizin

duyarliliginin bir gostergesidir (Sekil 2.20).
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Spektrum Kalibrasyon Grafigi
Absorbans Absorbans { X,

max)

lz

max Cradient = ¢l
500 350 & fnm c/M
2
Dalgaboyu Konsantrasyon

Sekil 2.20 UV spektroskopinin spektrum ve kalibrasyon grafigi

2.3.1.1 Lambert-Beer Yasasindan Sapmalar

Maddelerin absorpsiyon — konsantrasyon grafikleri ¢izildiginde her zaman bir dogru degil,
dogruluktan sapmalar goriliir. Boyle sapmalarin ya da hatalarin cesitli nedenleri olabilir.

Bunlar baslica:

e (Cihazdan gelen sapmalar
e Kimyasal maddelerden gelen sapmalar

e Analizci hatasindan gelen sapmalar

Cihazdan Gelen Sapmalar: Bir sapmanin cihazdan gelip gelmedigini anlamak i¢in, maksimum
absorplama dalga boyu ve absorplama katsayist bilinen saf bir maddenin, uygun
konsantrasyonda bir ¢ozeltisi yapilir ve bu ¢ozeltinin kalinliklar1 farkli ¢esitli kaplardaki
absorpsiyonlart ol¢tiliir. Bulunan absorpsiyon degerleri ¢ozelti kalinliklarina karsi grafige
gecirilir. Cihazda hata yoksa elde edilen grafigin bir dogru olmasi gerekir. Aksi halde cihazda
bir hata var demektir. Cihazdaki hata cihaza gelen potansiyelin diizgiin olmamasindan, 151n
kaynaginin veya dedektor sisteminin iyi ¢alismamasindan, kagak 1sinlardan, monokromatdoriin

hatali olmasindan ve slit araliginin iyi ayarlanmamasindan kaynaklanabilir.

Kimyasal Sapmalar: Lambert-Beer kanununa gore konsantrasyon absorpsiyon bagintisi
koordinatlar sisteminin sifir noktasindan gecen bir dogrudur. Cozeltide meydana gelen bazi
olaylar bu konudan sapmalara neden olur. Bunlar, dissosiyasyon, assosiyasyon, iyonlagma,

pH ayarlanmasi, fosforesans ve fliioresans, ¢oziicli degismesi ve sicakliktir.

Analizci Hatasindan Ileri Gelen Sapmalar: Analizcinin dikkatsizligi ve bilgisizliginden ileri

gelen sapmalar olabilir. Bunlar,

e Yiiksek absorplama konsantrasyonlarinda c¢alismak. Tayinlerde mecbur olmadikca
0,2-0,9 absorpsiyonlart disina ¢ikilmamalidir. Bu sartlar1 ayarlamak i¢in ¢ogu kez

konsantrasyon ayarlamasi yapilir.
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e (Cozelti icinde kabarciklar ve asili pargaciklar bulunmamalidir.

e (Cozeltinin i¢ine kondugu kap kirli ve ¢izik olmamalidir.

2.4 Birinci Dereceden Reaksiyonlar

A — Bir veya birkag {iriin

(2.17)

Tek molekiillii olan bu reaksiyonun herhangi bir t anindaki hizi, A’ nin bu andaki

konsantrasyonu ile orantilidir. Birinci mertebeden bir reaksiyonun hiz sabiti, k, baslangi¢

konsantrasyonu A, ve herhangi bir t anindaki konsantrasyonu da A ile gosterildiginde, birinci

derece reaksiyon hiz1 asagidaki gibi yazilir:

Reaksiyon Hizi= — d[ A]/dt = k.[A]

Diizenlenip integre edilirse;

[d[A)/[A]= |—k.dt

In[4] = — k.t + sabit

t =0 iken [A] = [A]o oldugundan sabit = In [A], olur ve

o LAl _ 2303 (4],
Y VT

(2.21)

k.t

log[A] =1log [A]p -
g[A]=log [Alo 2303

(2.18)

(2.19)

(2.20)

(2.22)

Dogrunun egimi —k/2,303 degerini, t = 0’a karsilik olan ordinat da log[A]y degerini verir.

Buna gore bir dogrunun elde edilmesi reaksiyonun birinci mertebeden oldugunun kanitidir ve

egimden hiz bulunur.
k’ nin birimi (2.22)’ de yerine yazilirsa;
k = (mol.L™")/zaman(mol.L™")

k = 1/zaman = zaman’

k sabitinin niimerik degeri kiitle ve konsantrasyona bagli olmayip sadece zaman biriminin

fonksiyonudur.
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Konsantrasyon

log [A]

log [Alo [\

Tan a=-k /2,303

Zaman

Sekil 2.21 Birinci dereceden bir reaksiyonda konsantrasyon-zaman grafigi

2.5 Daha Onceki Calismalar

2.5.1 Metal, Ligand ve Polimer Katalizli ve Katalizsiz Askorbik Asit Oksidasyonu

Askorbik asidin Cu(Il) ve Fe(IlI) iyon katalizli ve katalizsiz oksidasyon kinetigi 25 ve 0,4°C’
de oOl¢iilmiistiir. Askorbik asidin katalizsiz oksidasyon hizinin %20 ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda molekiiler oksijen ile orantili oldugu bulunmustur. pH 2-5,5 araliginda
askorbik asidin sadece monoiyonik tiirleri mevcuttur ve bu tiirler molekiiler oksijen ile
reaksiyona girmistir. Askorbat anyonunun kendiliginden oksidasyonunda molekiiler oksijenin
direkt yer alacagi bir mekanizma Onerilmistir. Demir ve bakir iyon katalizli oksidasyon hizi,
molekiiler oksijen konsantrasyonuna bagli olarak birinci mertebeden bulunmustur. Iyon
katalizli oksidasyon i¢in metal-askorbat kompleksine baglanan molekiiler oksijen iceren bir
reaksiyon yolu Onerilmistir. Askorbat anyonunun oksidasyonuna bakir iyonunun katalitik
aktivitesi demir iyonunkinden daha fazla oldugu bulunmustur. Nétral tiirlerin oksidasyonunda
ise demir iyonlarinin bakir iyonlarindan daha iyi bir katalizor oldugu bulunmustur. Askorbik
asidin monoiyonik ve nétral tiirleri tizerine bu iki metal iyonunun katalitik aktivitesindeki
farklilik, askorbik asidin iki tiirli ile kompleks olusturmasindaki farki ile agiklanmistir (Khan

ve Martell, 1967a).

Bakir ve demir kelat bilesiklerinin katalizor olarak kullanildigi askorbik asit oksidasyon
kinetigi 25 ve 0,4°C’ de gergeklestirilmistir. pH 2,25-3,45 araliginda metal kelat bilesiklerinin
hidrolizlenmis ve polimerik bi¢imlerinin katalitik katkisinin 6nemsiz oldugu bulunmustur.
Bakir kelatlarinin katalitik aktivitesinin iminodiasetobakir(II) > 2-

hidroksietiliminodiasetobakir(Il) > etilendiamintetraasetobakir(Il), demir kelatlarinin
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aktivitesinin ise 2-hidroksietiliminodiasetodemir(Ill) > nitriloasetodemir(Ill) > 2-
hidroksietiletilendiamintriasetodemir(Ill) >  siklohekzandiamintetraasetoferrat(Ill) >
dietilentriamin-pentaasetoferrat(Ill) seklinde azaldigit bulunmustur. Bakir ve demir
kelatlarinin  katalitik aktivitesi oksijen konsantrasyonundan bagimsizdir. Metal-kelat
bilesiklerinin stabilitesi ile katalitik aktiviteleri arasinda lineer bir iliski bulunmustur.
Reaksiyon enerjileri temel alinarak degisik metal-kelat bilesiklerinin reaktiviteleri arasindaki

farklar agiklanmistir (Khan ve Martell, 1967b).

Askorbik asidin vanadil iyonlariyla molekiiler oksijen varliginda ve olmadan oksidasyon
kinetigi 25 ve 0,4°C’ de, 0,1 M (KNOs) iyonik siddette gerceklestirilmistir. pH 1,75-2,85
araliginda %99’ dan fazla metal iyonunun hidroliz olmadig1 bulunmustur. Molekiiler oksijen
olmadan vanadil iyonu oksidan oldugu zaman, askorbik asit oksidasyonu hidrojen iyon

konsantrasyonuna bagli olarak birinci mertebeden bulunmustur.
Hiz = k[H,A][VO*'][H'] (2.23)

esitligi gegerlidir. Molekiiler oksijen varliginda vanadil iyon katalizli askorbik asit

konsantrasyonu birinci mertebedendir, hidrojen iyonu ve oksijen konsantrasyonuna baghdir.
Hiz = k[H,A][VO*'|[H'][0] (2.24)

esitligi gecerlidir. Vanadil iyonunun aktivitesinin, demir ve bakir iyonunkinden az oldugu
bulunmustur. Molekiiler oksijen varliginda ve yoklugunda vanadil iyon katalizli askorbik asit

oksidasyon mekanizmasi 6nerilmistir (Khan ve Martell, 1968a).

Askorbik asidin oksidasyon kinetigi 25 ve 0,4°C’ de dietilentriaminpentaasetikasit (DTPA),
1,2siklohekzandiamintetraasetikasit (CDTA), etilendiamintetraasetikasit (EDTA) ve N-
hidroksi etilendiamintetraasetikasit (HEDTA) Fe(Ill) kelatlariyla incelenmistir. pH 1,8-3,45
araliginda hizlarin azalma sirasi, Fe(IIl)-HEDTA > Fe(II)-EDTA > Fe(III)-CDTA > Fe(III)-
DTPA seklindedir. Oksidasyon hizlarmin ve oksidasyon reaksiyonunun aktivasyon

parametreleri farklilig: tartisilmistir (Khan ve Martell, 1968Db).

Uranil iyon Kkatalizli askorbik asit oksidasyonu 25 ve 40°C’ de gergeklestirilmistir.
Potansiyometrik titrasyon verilerinden yararlanarak askorbik asidin 40°C ve 0,1 M (KNO3)
icin disasiyasyon sabitleri 2,69x10™ ve 1,05x10™%, D,O’ da 25°C ve 0,1 M (KNOs) i¢in
disasiyasyon sabitleri 2,7x10” ve 6,00x10™"° olarak bulunmustur. Uranil iyon katalizli
askorbik asit oksidasyonu birinci mertebedendir ve substrat, katalizor, molekiiler oksijen,

hidrojen, déteryum iyon konsantrasyonlarina bagli hiz esitligi,

Hiz = k[H,AJ[UO*"[H][O:] (2.25)
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seklindedir. Uranil iyonu katalizor olarak vanadil iyonundan daha az aktiftir. Uranil iyon
katalizli oksidasyon icin aktivasyon parametreleri bildirilmis ve reaksiyon i¢in uygun bir

mekanizma onerilmistir (Khan ve Martell, 1969).

L-askorbik asidin bakir tuzu katalizli otoksidasyon kinetigi, 35°C’ de tamponsuz sulu
cozeltide, iyonik siddet dikkate alinmadan c¢alisilmistir. Katalitik yetenekleri CuCl, >
Cu(NO3), = CuSOy sirasindadir. pH, bakir iyon konsantrasyonu ve oksijenin kismi basincinin
degisik sicakliklarda reaksiyon hizina olan etkileri bir mekanizmayla verilmistir. Reaksiyon

mekanizmasinda askorbat radikali olusumu i¢in iki yol 6nerilmistir. Bunlar;

H,A < H + HA (2.26)
Yavas
HA™ + Cu(Il) & [HA Cu(Il)]] — HA-: (2.27)
Yavas
HA™ + Cu(Il) + Oy &> [HA Cu(Il) O2]7 — HA- (2.28)

Son {iriin dehidroaskorbik asit, HA- ve A- = olusabilir. Hidrojen peroksit askorbik asitle

reaksiyon verir, ayrica dehisroaskorbik asit verir (Ogata vd., 1967).

(HA-) elektronunu Cu(Il) iyonuna vermekte ve su muhtemel komplekslerin olustugunu

Onermistir (Ogata, 1968).

7]
Ll\ /'O—C
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Sekil 2.22 [HA Cu(Il)]” kompleks (Ogata, 1968)
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Sekil 2.23 [HA Cu(Il) O] kompleks (Ogata, 1968)

Demir ve bakir katalizli askorbat oksidasyonuna oksidan, pH ve ligandlarin etkisi
incelenmistir. Katalizoér-substrat kompleks olusumuna pH etki ederken, oksidan bu
kompleksin bozunmasina etki etmistir. Bakir iyonu katalizor, ligandlar inhibitdr olarak
kullanilmistir. Demir iyon katalizorleri ile nétral pH de aminopolikarboksilik ligandlar igin,
daha stabil demir kompleksleri olusmustur. Ligand veya pH gibi degisikliklerle hizlar azalmis
ve aktivitelerin degisimine neden olmustur. Uclii bir kompleks (katalizor-substrat-oksidan)

olusmustur (Skov ve Vonderschmitt, 1975).

Askorbik asidin Mn®" ile sulu asidik perklorat ortaminda oksidasyonunun kinetik ve
mekanizmast durdurulmus akis spektroskopisiyle (stopped flow spectrophotometry)

calisilmistir. Olusumun hiz esitligi,
-1/2 d [Mn**)/dt = (ka + ke[H' TH[Mn*"J[AA] (2.29)

Reaksiyonda Mn®" (aq) ve [Mn(OH)]*" (aq) ile askorbik asitin disosiye olmamus tiirleri
bulunmaktadir. Benzendioller igeren benzer reaksiyonlarla karsilastirma askorbik asit
rediiksiyon potansiyelleri ve oksidasyon mekanizmasi iizerine bazi sonuglar ileri stirmiistiir

(Pelizzetti vd., 1978).

Molekiiler oksijen ve Cu®" nin poliniikleer kompleksi polivinilpridin (PVP) katalizli askorbik
asit oksidasyon mekanizmasi ¢alisilmistir. Anaerobik kosullarda, askorbik asitin Cu(Il) PVP

ile reaksiyonunda yarilanma siiresi, [Cu*']’ den bagimsizdir. pH 3,5’ da
to.s(dak.) = 0,8 + 5x107* [AA] (2.30)

bakir askorbat ara iiriinii olusmustur (Kc = 10* M™"). Askorbik asit serbest radikalleri, ESR
teknigiyle kombine edilmis olan akis teknigiyle saptanmistir. Radikallerin kiigiik kararli hal
konsantrasyonlarinda, = makromolekiill  kompleks icinde bozuldugu  goriilmistiir.

PVPCu(I)DH™ ii¢lii kompleks disasiyasyonu icin hiz sabiti ~ 0,4 dak” bulunmustur.
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Cu(D)PVP ile oksijen arasindaki reaksiyon sonucu makromolekiil disinda O,  olusmadigi
goriilmistiir. Bu reaksiyonun hiz sabiti (1,3+0,15)x10* M olarak bulunmustur. Katalitik
reaksiyonun siklik mekanizmasinda bakir iyonlarinin redoks durumunda degisme oldugu
gorilmustir. pH 3,5 da toplam bakir iyonlar1 Cu(I)PVP kompleksi seklinde bulunmaktadir.
Bu kosullarda AA oksidasyon hizi, O, ile Cu(I)PVP reaksiyon hiz1 ile sinirlanmistir. pH 4,5’
da tiim reaksiyon hizi Cu(II)PVP ile DH™ nin etkilesim hiziyla kontrol edilmistir (Skurlatov
vd., 1979).

L-askorbik asidin tris(oksalato)kobaltat(III), [Co(C204)] ve tris-(1,10-
fenantrolin)demir(II1)[Fe(fenil);]*" ile oksidasyon kinetigi sulu ¢ozeltide degisik kosullarda

incelenmistir. pH 0,3—4,7 araliginda reaksiyon mekanizmasi deneysel sonuglarla uyum

gostermistir.

H,A & HA +H' (2.31)
HoA + X" & HA + X™! (2.32)
HA + X" & HA" + X! (2.33)
X"+ H,A' (ve HA) & X"+ A + 2H  (ve H) (2.34)

X = tris(oksalato)kobaltat(Ill) ve tris-(1,10-fenantrolin)demir(Ill) n = 3- ve 3+ ; H,A ve HA"
askorbat anyonunun protonlanmus tiirleridir. Hiz sabitleri ise k; ve k», asit disasiyasyon sabiti
Ka 25°C’ de 0,1-1 mol dm™ iyonik siddette saptanmistir. Sonugclar, dis elektron transfer
reaksiyonu i¢in, Marcus teorisine gore tartistlmistir. HyA™ ve HA tiirlerinin molekiil orbital
enerjileri ve H,A" ve HbA ile HA  ve HA ™ arasindaki toplam elektronik farklar CNDO/2 MO
kullanilarak hesaplanmis ve Marcus teorisinin kinetik verilere uygulanmasiyla hesaplanan

redoks potansiyellerinin karsilastirmasi yapilmistir (Kimura vd., 1982).

Kloriir iyonlarmin ¢6ziinmiis oksijen ile bakir katalizli AA oksidasyonunun kinetik ve
mekanizmast iizerine etkisi pH 2,0-3,5 araliginda ve kloriir konsantrasyonunun 0,2 mol dm™’e

ciktig1 konsantrasyonlarda ¢aligilmistir. Tiim aralikta hiz esitligi,
-d[O,]/dt =k.[O4] (2.35)

toplam askorbat, toplam bakir ve hidrojen iyon konsantrasyonu sabit oldugu durumda genel

bir bagint1 elde edilmistir.

‘e A+ B[CI™]
~ C+D[CI"]+E[CI ]

(2.36)
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A ve B’ yi sabitlemek i¢in saf nitratli ortamda A ve E sabitleri veriler kullanilarak
hesaplanmistir ve biitiin sabitlerin pH, toplam bakir ve askorbat konsantrasyonuna bagh

oldugu bulunmustur (Jameson ve Blackburn, 1982).

L-askorbik asidin Cu”" iyonlari ile oksidasyon kinetigi degisik pH ve sicakliklarda
durdurulmus akis (stopped-flow) teknigiyle ¢alisilmistir. L-askorbik asit ve bakir iyonlarina

bagli olarak reaksiyon birinci mertebedendir. Hiz azalmasi,
-d(Cu*)/dt = (5,4+0,56/10™ + (H")(AA)(Cu*) (2.37)

esitligiyle verilmektedir. Arrhenius parametreleri, entropiler ve serbest aktivasyon enerjileri
diger metal iyonlar1 ile L-askorbik asidin oksidasyonuyla bulunanlarla karsilastirilmistir

(Martinez,1984).

L-askorbik asidin oksidasyonu, L-dehidroaskorbik asit verir. Bu reaksiyon ¢esitli antioksidan
reaktifler kullanilarak incelenmistir; 02, Ti3+, Ag+, Hg2+, C03+, Mn2+, [Fe(CN)6]4+, Ni** ve
Fe’" (Martinez vd., 1984).

Fe(IlI) — aminoasit kompleksleri pH’> a bagl olarak polarografik olarak c¢alisilmis ve ESR
spektroskopisi araciligiyla yorumlanmistir. Biri asidik pH’ da ESR’ de saptanan diisiik
molekil agirlikli, digeri bazik pH’ de ESR’ de saptanamamis yiiksek molekiil agirlikli iki
kompleksin olustugu goriilmistiir. Fe(Ill)’ {in yar1 dalga potansiyeli aminoasit ligandlar
tarafindan distirtilmustiir. Fe(Ill)-aminoasit komplekslerinin C vitamini ile redoks etkilesimi
sonucunda askorbil radikal konsantrasyonunda azalma goriilmiistiir. Askorbik asidin Fe(IlI)
ile pH 7° de olusturdugu kompleksin polarografik yar1 dalga potansiyeli -0,55 V vs. S.C.E’ dir
(Naturforsch, 1984).

Canli olmayan sistemlerde askorbik asit otoksidasyonunu korumak ve rejenere askorbik asit
icinde dehidroaskorbik asit ile reaksiyonunu saglamak i¢in, askorbik asit ve dehidroaskorbik
asit ile GSH (glutation)’ in etkilesimi ¢alisilmistir. 37°C’ de bekletilen ve tamponlanmis (pH
7,4) 1 mM askorbik asit ¢cozeltisi, oksijen varliginda hizli bir askorbik asit kaybina ugramistir.
Cozeltiye ilave edilen GSH, askorbik asit oksidasyonunu azaltmistir. Askorbik asit
otoksidasyonuna kars1 maksimum koruma 0,1 mM GSH ile saglanmistir. Askorbik asit
otoksidasyonunu 0,01 mM bakir iyonlar1 hizlandirmistir. GSH standart egrileri baz alinarak,
GSH’ nin bakir iyonlariyla komplekslesmesinde ¢o6zeltideki azalan GSH miktarlar
bulunmustur. Sonuglara gére GSH, askorbik asit otoksidasyonunda katalizor olarak gorev
yapan Cu iyonlar1 ile kompleks olusturarak inhibitor etki yapmistir. 37°C’ de askorbik asit
otoksidasyonunda 10 mM’ a kadar GSH ilavesi yapildiginda askorbik asitin rejenerasyonun

yirimedigi gozlenmistir. Dehidroaskorbik asidin hizli hidrolizi yiiziinden, AA oksidasyonu
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ile olusan dehidroaskorbik asit ile GSH arasindaki direkt reaksiyon gozlenememistir. Daha
disiik sicaklikta dehidroaskorbik asidin kararliligi artmis ve askorbik asit olusturmak {izere

GSH ile dehidroaskorbik asit arasindaki direkt reaksiyon bulunmustur (Winkler, 1987).

Sulu ¢ozeltide L-askorbik asidin 2,6-diklorofenolindofenol ile oksidasyon kinetigi
calisilmigtir. Reaksiyon hizi, hidrojen askorbat iyonunun iyonlasmamis L-askorbik asitten az
reaktif oldugu igin, pH’ nin artmasiyla azalmustir. iki tiiriin oksidasyon hiz sabitleri

degerlendirilmis ve reaksiyon i¢in uygun bir mekanizma 6nerilmistir (Rao vd., 1987).

Askorbik asidin metal iyonu katalizli oksidasyonu i¢in askorbat — metal iyonu — dioksijen ara
ticli kompleksinin olusumu Sekil 2.24° de gosterilen mekanizmayi Onermislerdir. Bu
incelemede ara dioksijen kompleksinde metal iyonu ile dioksijen arasindaki baglanma g¢ok
zayif oldugundan, la ve 1b’deki rezonans sekli ile gosterilebilecegi belirtilmistir. Hiz tayin
eden elektron aktarma basamagi “2” ile gosterilmistir. Bu Cu(Il) kompleksi zayifca koordine
edilmis dehidroaskorbik asit ve ¢ok kuvvetli koordine edilmis hidroperoksit icermektedir. Bu
kompleks, serbest metal iyonu, hidrojen peroksit ve oksidasyon fiiriiniine hizli olarak ayrilir

(Seib ve Tolbert, 1989).

Askorbik asidin sulu bakir(Il) ile oksidasyonu anaerobik kosullarda [Cu®*] (1-5)x10™ M ile
toplam asit konsantrasyonu 5x10” M ve [H'] (0,5-10)x10~ M olacak sekilde 1 M NaClOy/
HCIOy, icinde 25°C’ de calisilmistir. Ayrica (0,5-7)x10° M konsantrasyon araliginda kloriir

tyonunun etkisi incelenmistir. Yalanci birinci mertebeden hiz sabiti,
k = (a+b[CI'])[Cu* [/(K+[H'] (2.38)

a= (4,Oﬂ:0,13))(10'4 s'veb= 0,58+0,0036 M s Sonuglar direkt ve kloriir katalizli olarak

uygun mekanizmalarla agiklanmistir (Xu ve Jordan, 1990).

Peroksodifosfat ve askorbik asit arasindaki reaksiyon adetat tamponuyla reaktifler varliginda,
esas olarak Cu'” ve Fe™ eser metal iyon safsizliklariyla katalizlenir. Bakir(IT)’ nin katalitik
aktifsigi demir(IIl)’ den 10 kat daha fazladir ve aktivitesi Oyle spesifik ve hassastir ki, karisik
bir sistemde Cu™ safsizik miktar1 katalizsiz reaksiyonlarm baslangic hizlarindan
hesaplanabilir. Cu(Il) varliginda ve olmadan reaksiyonun karakteristigi aynidir. Cu(Il)

katalizli reaksiyon i¢in hiz denklemi;

—d[H,A] _[H, Al [Cu"(k[H 1+ kK, +k,Kd,” [H"])
dt (K, +[H"])

(2.39)
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Burada Kdl ve Kd2 askorbik asidin disasiyasyon sabiti ve ki, kj, k3 Cu1 + HbA + HA", C" ve A’
icin hiz sabitleridir. ki, ks, ks degerleri 35°C” de ve I=1,0 mol'dm’s™! 2742, (1,24:l:0,10)xlO3
ve (1,1£0,08)x 10" mol'dm’s™ (Mishra vd., 1990).

L-askorbik asidin diaquatetraamin kobalt(IIl) ile oksidasyon kinetigi pH, askorbik asit
konsantrasyonu, iyonik siddet ve sicakligin fonksiyonu olarak durdurulmus akis teknigiyle
(stopped — flow) calisilmistir. Prosesin hizi, her iki redoks ciftine bagli olarak birinci

mertebedendir. Askorbat anyonunun oksidasyon hizi1 25°C” de,
k = (3,4240,15)x19° M''s", AH" = 8146 kImol ™, S = 1420 jK™' mol™

olarak hesaplanmistir. Elektron transfer i¢in Fuoss’un ve Marcus-Sutin karsilikli etkilesimi bu

2+/3+

redoks islemi i¢in iyon ¢ifti olusum sabiti ve Co(NH3)4(H20)4 cifti i¢cin degis tokuslu hiz

sabiti hesaplamak icin kullanilmistir (Martinez vd., 1992).

Cu(Il) 1iyon katalizli ve katalizsiz askorbik asit oksidasyonu kinetigi molekiiler oksijenle,
sitrik asit ve iyonlar1 varliinda 25°C’ de ¢alisilmistir. pH 2,5-6,0 araliginda bakir iyon
katalizli oksidasyonun askorbik aside bagli olarak birinci mertebeden oldugu bulunmustur.
pH ve bakir iyon konsantrasyonunun reaksiyon hizi iizerine etkisi monoaskorbat iyon ve
Cu(Il)-sitrat kelat arasinda bir gec¢is kompleksini iceren mekanizma ileri siirilmiistiir.
Katalitik yeterlilik Cu(I)>H;CiCu"™>HCiCu>CiCu™ seklinde azalmustir. Ayrica reaksiyon

esnasinda hidrojen peroksit saptanmistir (Sahbaz ve Somer, 1993).

Molekiiler oksijen ile bis(histidin)bakir(IT) (CuL,>") katalizli askorbik asit oksidasyon kinetigi
0,1 M fosfat tamponunda pH 7° de ¢alisilmistir. O,, askorbat ve Cul,*" konsantrasyonu
arttirarak oksidasyon hizinin durumu ve askorbil radikalinin konsantrasyonu izlenmistir.
Vakumda veya oksijen varliinda askorbat konsantrasyonu < 20 mM oldugu zaman Cu(Il)’
nin rediiksiyonu anlaml degildir. ESR ile askorbatin CuL,”" ye baglandig1 bulunmustur ve
kararlilik sabiti 20 M olarak hesaplanmistir. Daha &nce farkli kisilerce yapilmig
calismalardaki sonuglarla uyum saglamayan bulgular agiklanmistir. Ara iiriin olan askorbil
radikalinin deneysel konsantrasyonu, onerilen mekanizmadan bulunanla tutarlilik géstermistir

(Scarpa vd., 1996).

Glutationun (GSH) L-askorbik asidin (AA) bakir katalizli otoksidasyonunu inhibe ettigi
biliniyordu, bu ¢alismada AA’ nin GSH’ nin bakir katalizli otoksidasyonunu engelledigi
bulunmustur. Otoksidasyonun karsilikli inhibitasyonu i¢in mekanizma agiklanirken kinetik
olarak bu fenomenler incelenmisti. GSH, Cu”" ile 1:1 kelat olusturur ve bu suretle AA
otoksidasyonunu 6nler. AA’ nin bakir katalizli otoksidasyonu ile hidroksil radikal olusumu

GSH ile doza bagli olarak gecikmistir. Ciinki patalojik kosullarda redoks aktif bakir iyonlar1
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ince dokularda serbest kalmistir. Bakir iyonlari, AA ve GSH canlida beraber bulunabilir; bu
durumda GSH, AA otoksidasyonu ile olusan hidroksil radikallerine inhibitor etkisi yapmistir
(Ohta vd., 2000).

Askorbik asidin Cu(II) iyon katalizli oksidasyonuna pH’in, Cu(II) iyonu konsantrasyonunun,
AA konsantrasyonunun etkilerini asetat ve sitrat tamponlu c¢ozeltilerde, direkt UV

spektrofotometrik olarak ¢alisilmistir (Erséz, 2002).

Askorbik asidin Cu(Il) iyon katalizli oksidasyonunda tamponlarin rolii incelenmistir. Cesitli
tamponlarda reaksiyon hizlarindaki farkliliklarin Cu(Il) iyonu ile degisik tampon tuzlari
arasindaki kompleks yeteneginin farkli olmasindan ileri geldigini belirtmislerdir. Asetat
tamponunda spesifik hiz sabitleri pH 3,2-6,0 arasinda pH ile ne sekilde arttigim
gostermislerdir (Imer vd., 2003).

Askorbik asidin Cu(Il) iyonu katalizli ve katalizsiz oksidasyonuna farkli molekiil agirliktaki
polivinilpirrolidonun etkisi pH 3,3 — 6 araligindaki asetat tamponlu ¢ozeltilerde 25°C” de
incelenmistir. H,A konsantasyonundaki degismeler direkt UV spektrofotometrik yontem ile
tayin edilmis, pH’ 1, polimerin yapisinin ve konsantasyonunun etkisi arastirilmistir (Angi,

2005).
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2.5.2 Askorbik Asit Tayin Yontemleri

Askorbik asidin (AA) dehidroaskorbik aside oksidasyonu bir Cu(Il)-2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin(Nc) reaktifi ile amonyum asetatli ortamda pH 7’ de yapilmis ve olusan bis(Nc)-
bakir(I) kelatinin absorbansi 450 nm’ de ol¢iilmiistiir. Bu kelat hemen olusmus ve AA i¢in
gdriiniir molar absorptivite 1,60x10* dm’molecm™ olarak bulunmustur. 8,0x10° ve 8,0x10”
M konsantrasyon araliginda Beer kanununa uyum saglanmistir. 90ug AA i¢in relatif standart
sapma %3 olarak hesaplanmistir. Cu(I)-Nc reaktifi ayni tayin i¢in Fe(IIl) 1,10-fenantrolin
reaktifinden daha yavastir, bu nedenle daha secici bir oksidandir. Sitrat, okzalat ve tartarat
gibi zayif rediiktanlar iceren meyve sulari i¢in 6nerilen metot avantajlidir. Gelistirilen metot C
vitaminini igeren ticari meyve sulari, ilag ve kirmizi sarapta uygulanmistir. Analizden 6nce
saraptaki meta-bistilfit pH 3’ de bir anyon degistirici ile kaldirilmig ve sarapta AA tayini i¢in
degisik ekstraktif-spektrofotometrik analizler gelistirilmistir. Boylece sarap antosiyaninleri ve
polifenollerinin girisimi engellenmistir. Giivenilir bir metot oldugunu kanitlamak i¢in

sonuc¢lar HPLC ile karsilastirilmistir (Guiglii vd., 2005).

Alkolsiiz i¢kilerde ve meyve sularinda askorbik asidi saptamak i¢in enstriimental metot olarak
en ¢ok spektrofotometre kullanilir. UV spektrofotometre hizli ve basit bir metot olmasina
ragmen matris girisimi background absorbsiyonu diizeltilerek ¢oziinebilen bir problem olarak
gosterilmistir. Termal bozulma, katalitik dontisme, UV 151k bozulmasi ve baz davranislari gibi
background diizelmesi metotlar1 incelenmis ve degerlendirilmistir. Baz davranist metodu
ticari ickilerde karsilasilan konsantrasyonlar i¢in en iyisidir. Bu nedenle ¢alisma parametreleri

uygun hale getirilmis ve analiz lizerine etkisi tartisilmistir (Fung ve Luk, 1985).

UV spektrofotometre kullanarak alkolsiiz icki, meyve sular1 ve likorlerde askorbik asiti
saptamak igin bir background diizeltmesi metodu gelistirilmistir. Ornek blank, bakir(Il) ile
asidin katalitik oksidasyonuyla olusturulmustur. Bakir(IT)’ den gelen absorbsiyonu diizeltmek
icin, oksidasyondan sonra EDTA eklenmis ve standart ¢6zelti oda sicakliginda askorbik asit
oksidasyonunu katalizlemeyen bakir(II)-EDTA kompleksleri ile ayni konsantrasyondadir.
Gergek orneklerde askorbik asit oksidaasyonu 50°C’ de gercgeklestirilmistir, ¢linkii calisme
sirasinda Ornekte bulunan sitrik asit bakir(Il) katalizli askorbik asit oksidasyonunu
yavaslatmistir. Absorbans 6lciimleri 267 nm’ de ve pH 6’ da gergeklestirilmistir. 0-20 ygmL™
askorbik asit kalibrasyon grafigi lineerdir. Onerilen metot secicidir ve igindeki bircok bileseni

alkolsiiz icecekler, meyve sular1 ve likoérde girisim yapmaz (Lau vd., 1986).

Ilaglarda askorbik asiti saptamak i¢in basit, hizli ve kesin bir direkt UV spektrofotometrik
yontem gelistirilmistir. Ornek blank oda sicakliginda asidin bakir(Il) katalizli oksidayonu ile
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olugmustur. Absorbans 6l¢timleri 267 nm’ de ve pH 6’ da yapilmistir. Metot segicidir ve genel
olarak askorbik asit tabletleri ve multivitamin hazirlamada i¢inde bulunan diger maddelerle
girisim yapmamistir. Metot askorbik asidi; C vitamini tabletleri, multivitamin hazirlamada,

kalsiyum tabletlerinde saptamak i¢in kullanilmistir (Lau vd., 1987).

2.5.3 Amino Asit Calismalari

Proteinlerin, amino asitlerin ve tuzlarin askorbik asidin oksidasyonu iizerindeki etkileri in
vitro olarak litaretiirdeki ilk ¢alismalardan biridir. Serumdan elde edilen dogal protein-Cu
kompleksleri, askorbik asit oksidasyonunda inhibitor etki gostermekle birlikte, amino asitler
ve kloriirlerin de benzer etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir (Mystkowski ve Lasocka,

1939).

Aspartik asit ve glutamik asit protonlanmis tiirlerin yapisint agiklamak amaciyla, Cu(Il)
yaninda ligand olarak kullanilmigtir. Bir amino ve iki karboksil grubu bulunan bu iki amino
asit, u¢ disli ligand olarak hareket eder. 25°C’ de ve iyonik siddetin 1 M NaClO, ile
saglandigr calismada, galvanik hiicrelerin elektromotor kuvveti genis konsantrasyon
araliginda cam-bakir amalgam elektrod ile 6l¢tilmiistiir. Deneysel veriler CulL, CuL,, CuHL,,
CuHsL,, CuH,L tiirleri ve CuH4L, aspartat tiiri icin hesaplanmistir. Bagil stabilite sabitleri
saptanarak glisin ve serin amino asitleri ile karsilastirilmistir. Ayrica aspartat protonlanma
sabiti, ayn1 deney kosullarinda (25°C ve 1 M NaClO4) H, elektrod kullanilarak da tespit
edilmistir (Bottari vd., 1989).

L-askorbik asit a-amino asitlerle etkilesiminden melanoidin olusumu incelenmistir. Bu
calismada, diyaliz edilemeyen melanoidinler L-askorbik asit — glutamik asit model
sisteminden izole edilmistir. L-askorbik asit — glisin ve L-askorbik asit — L-lizin etkilesimleri
arasinda  karsilagtirma  yapilmistir.  Melanoidinin = olusumu  iizerindeki  reaksiyon
parametrelerinin etkileri c¢alisilmis ve bunlarin fraksiyonel, spektral 6zellikleri ile kinetik

termodinamik parametreleri tartisilmistir (Rogacheva vd., 1999).

Cu(Il) yaninda birincil ligand olarak L-histidin, aspartik asit ve glutamik asit amino asitleri
kullanilmigtir.  Ikincil ligand olarak imidazol, 2-metilimidazol ve 2-etilimidazol
bilesiklerinden yararlanilarak ticli kompleks olusumu calhisilmistir. L-histidin, 3.
pozisyonundaki amin azotu ve karboksilat grubundan metal iyonlarin1 baglar. Aspartik ve
glutamik asit amino asitlerinin her ikisinde de {i¢ potansiyel koordinesitesi vardir (amin azotu
ve iki karboksilat grubu). Cogu durumlarda aspartat {i¢ digli ligand olarak hareket eder.

Glutamatin ise uzun zinciri ile iki ya da {i¢ disli ligand olarak hareket ettigi rapor edilmistir.
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Calismada sulu ortamda potansiyometrik yontem uygulanmistir. Amino asitlerle olusturulan
ticlii komplekslerin kararliligi aspA>glutA>L-histidin sirasim1 izlerken, imidazol {glii
komplekslerinin kararlilik sirasi 2-metilimidazol>2-etilimidazol>imidazol seklindedir. Bu
siralamalar elektronik ve molekiiler yapilarma dayanarak agiklanmistir. Uglii kompleksler,
biyolojik proseslerde 6nemli rol oynamaktadir. Metal iyonlar1 tarafindan aktive edilen bir¢ok
enzim buna Ornek verilmistir. Hayvanlar ve bitkiler i¢in énemli bir eser element olan Cu,
bircok biyolojik islemdeki karisik ligand komplekslerinin olusumuna 6rnek gosterilmistir.
Calismada spektral 6l¢timler UV-VIS spektrometre yontemiyle alinmistir. Tiim sulu ¢ézeltiler
icin pH 7’ de ¢alisilmistir. Potansiyometrik titrasyon i¢in sicaklik 30, 40, 50°C’ de tutulmus
ve iyonik siddet 0,1 M NaClQy ile korunmustur (Pandeya vd., 1991).

Insan plazmasimin histidin ile diyalizine takiben elde edilen Cu(II)-histidin kompleksi degisik
tipte ekstraksiyon sistemleri ve iyon degistirici regineler kullanilarak incelenmistir.

Kompleksin olas1 Cu(His), yapis1 Sekil 2.25 de goriilmektedir (Venelinov vd., 2006).

H, -
~r N S ~ &\
HN ;Cu, :\/L/?{H
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Sekil 2.25 Bakir(Il)-histidin kompleksinin yapisi

Staphylococcus aureus, streptococcus pyogenes ve escherichia coli bakterilerine karsi, L-
alanin, L-arjinin, L-histidin, L-lizin, L-prolin ve L-thereonin amino asitlerinin bakir
komplekslerinin antibakteriyel 6zellikleri incelenmistir. L-alanin, L-prolin ve L-threonin bakir
komplekslerinin streptococcus pyogenes bakterisine kars1 antibakteriyel 6zellikleri neredeyse
amfisilin kadar etkili bulunmustur. Bu {i¢c amino asitin karisik kompleksleri de benzer etkileri
gostermistir. Ayrica diger amino asit — bakir kompleksleri de ¢alisilan {i¢ bakteri tiirline karsi

onemli kapsamda etkinlik gostermistir (Igbal vd., 1990).

Sulu ¢ozeltilerde Cu(Il)-glisin etkilesmesinin  kinetigi incelenmis ve Cu(Il)-glisin
kompleksinin olusum hiz sabitleri saptanmistir. Cu — hidroksi tiirlerinin olusumunu 6nlemek
amactyla olgtimler orta siddetli asit ¢ozeltilerinde alinmistir. Calisilan pH’ de amfolit iyonun
baskin tiir olmasina ragmen, milisaniye diizeyinde relaksasyon zamanlari metal iyonu ve
serbest anyon arasindaki reaksiyonlar i¢in yorumlanmistir. 25°C sicaklikta ve 0,1 M iyonik
siddette (KNOs) altinda glisin ile yapilan mono ve bis komplekslerin hiz sabitleri 4x10° ve
4x10° M's™ olarak bulunmustur. Bulunan hiz sabitleri biiyiik olmasina ragmen Eigen Tamm’

i metal komplekslerinin olusumu mekanizmasiyla uyumlu oldugu saptanmistir. Ciinki
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reaksiyonda hiz1 belirleyen basamak metal iyonunun i¢ hidrasyon kiiresinden su molekiiliiniin
salindigr adimdir. Tek molekiillii ligandlarin Cu iyonunun i¢ hidrasyon kiiresine niifuz etme
basamaklarinin hiz sabitleri sirastyla 2x10° ve 5x10° s olarak tahmin edilmistir (Pearlmutter

vd., 1968).

Diisiik kalorili yapay tatlandiric1 olarak meyve sular1 ve ilaglarda kullanilan, bir dipeptit olan
aspartamin (aspartilfenilalanin metil esteri), askorbik asidin bakir ve demir katalizli
oksidasyonuna etkisi, pH 3,2 — 5,6 arasinda CUPRAC yontemi ile ¢alisiimistir (Yildogan,
2006).

2.5.4 Antioksidan Kapasite Tayin Yontemi

Antioksidanlarin kimyasal cesitliligi bunlarin sebzelerden ayrilmasi ve miktar tayinlerini
giclestirmektedir. Bundan dolay1 total antioksidan aktivite seviyesini Ol¢ebilecek yeni bir
metot gerekmektedir. Bugiinkii literatiirde, standart kantitatif metotlarin kisitliligi nedeniyle
besinlerde uygun hicbir total antioksidan beslenme indeksi olmadig1 goriilmektedir. Sonug
olarak bu c¢alisma kromogenik oksidasyon ajani olarak bakir(Il)-neocuproine [Cu(II)-Nc]
kullanilmasiyla C ve E vitaminleri ile diet polifenollere ait uygulanabilir bir antioksidasyon
kapasite indeksi metodu gelistirilmistir. Bu metot, bakir(Il) ya da bakir iyonlarinin
polifenolleri rediikleme yetenegini oOl¢tiigli i¢in, yukaridaki caligma grubunca “cupric
reducing antioxidant capacity”, kisaltilmis CUPRAC metot olarak adlandirilmistir. Bu metot
“ferric reducing antioxidant power”, kisaltilmis FRAP metoduna avantaj saglar. Ciinkii bakir
redoks kimyasi, demirinkinin tersine daha hizli bir kinetige sahiptir. Bu metotta antioksidan
¢ozeltisi dogrudan ya da asit hidrolizinden sonra, bir CuCl, ¢ozeltisi, bir Nc alkolli ¢ozeltisi
ve amonyum asetat sulu tampon ¢ozeltisi pH = 7 ile karistirilir. 30 dakika sonra absorbans
450 nm’ de olc¢uliir. Askorbik asit, gallik asit ve quercetin i¢in renk olusumu hizli iken,
narangin ve narangenin i¢in yavastir. Bu son bilesikler 50°C’ de su banyosunda Cu(Il)-Nc
reaktifi ilavesinden sonra 20 dakika bekletildikten sonra, oksidasyon reaksiyonunun

tamamlanmasi i¢in denemistir (Apak vd., 2004).



3. DENEYSEL BOLUM

3.1 Kullanilan Maddeler

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan kimyasal maddeler, firmalar1 ve katalog numaralari
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Madde Firma Katalog No
Askorbik Asit E.Merck Darmstadt 500074
Cu(NOs),.3H,O E.Merck Darmstadt 2763
KNO; E.Merck Darmstadt 5063
CuCl,.2H,0 E.Merck Darmstadt 2733
CH;COONH4 E.Merck Darmstadt 1116
Asetik Asit E.Merck Darmstadt 818755
Sodyum Asetat E.Merck Darmstadt 6268
HNO; E.Merck Darmstadt 441

KOH E.Merck Darmstadt 5021
Histidin E.Merck Darmstadt 4351
Aspartik asit Sigma Aldrich A9,310-0
Asparajin Sigma Aldrich A9,300-3
Alanin Sigma Aldrich A2,680-2
Fenilalanin Sigma Aldrich P1,700-8
Neocuproine Sigma Aldrich N1501-5G
Glisin Fluka 50049
Glutamik asitxHCI Fluka 49569
Glutamin Serva 22930
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Standart Tampon Cozeltiler

pH 4,00 Biftalat tamponu Metrohm firmasi tirtinii

pH 7,00 Fosfat tamponu Metrohm firmasi {iriinii

3.2 Arag ve Geregler

p—

Spektrofotometre AGILENT 8453 (UV — Visible)

1 cm’ lik Kuvartz Kiivetler 1.000 cm 151k yolu

Analitik Terazi SARTORIUS BASIC (0,0001 g)

Yazict HP DESKIJET 3650

Su Aritma Cihazt KATTERMANN D 3165

pH-metre METROHM 632

Cam Elektrot METROHM AG CH -9100

Termostat Sistem THERMOMIX 1419 B BRAUN Model

Hava Pompasi RAMBO EP — 3500 Hi — Tec and Stil / Powerful Air Pump

A e A o

10. Kronometre

11. Reaksiyon Kab1



56

Sekil 3.1 Deney diizenegi
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3.3 Cozeltiler

Askorbik Asit Stok Cozeltisi (1000pg.mL™" ;5,67x10°M)

Askorbik asitten 100mg tartilip 100 mL hacimli balon jojede su ile ¢oziiliip, gerekli hacme
tamamlanir. Bu ¢ozeltinin 1 mL’ si 1 ppm’ e karsilik gelmektedir. Askorbik asit stok ¢ozeltisi

her giin taze hazirlanarak 1s1iktan korunmustur.

Denemelerde ¢ozelti konsantrasyonu; bu ana stok c¢ozeltisinden 10 mL alinip, seyreltilerek
5,67x10™*M olarak calisilmustur.

Bakiar Nitrat Stok Cozeltisi (1 mL = 1 ppm Cu’*;1.57x10*M
pp

0,3802 g Cu(NO3),.3H,0 tuzundan tartilip 100 mL hacimli balon jojede suda ¢oziilmiistiir.
Denemelerde Cu®" konsantrasyonu bu ¢ozeltiden gerekli seyreltmeler yapilarak 0,785x107 —

6,28x10"M olarak calisilmustur.

Bakir(IDKloriir Stok Céozeltisi (10~M)

0,08524 g CuCl, tuzundan tartilip 50 mL hacimli balon jojede suda ¢oziilmiistiir.
Neocuproine Stok Cozeltisi (7,5)&10'3 M)

0,039 g neocuproine reaktifinden tartilip 25 mL hacimli balon jojede %96’lik etanolde

¢cOzlilmiistiir. Bakir(Il)-neocuproine ¢6zeltisi her giin taze hazirlanarak 1siktan korunmustur.

Amonyum Asetat Stok Cozeltisi (1 M)

3,854 g CH3COONH, tuzundan tartilip 50 mL hacimli balon jojede suda ¢oziilmiistiir.

Aspartik Asit Stok Cozeltisi (10”M)

0,0665 g Aspartik asit tartilip 50 mL hacimli balon jojede HNO;’ te ¢oziilmistiir. pH 4,5’a
ayarlanmak i¢in lizerine KOH eklenmistir.

Asparajin Stok Cozeltisi (107M)

0,066 g Asparajin tartilip 50 mL hacimli balon jojede suda ¢oziilmiistiir.
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Glisin Stok Cozeltisi (102M)

0,03753 g Glisin tartilip 50 mL hacimli balon jojede suda ¢oziilmiistiir.

Glutamik Asit Stok Cozeltisi (10>M)

0,0918 g Glutamik Asit.HCI tartilip 50 mL hacimli balon jojede suda ¢ozlilmustiir. pH 4,5’a

ayarlanmak i¢in tizerine KOH eklenmistir.

Glutamin Stok Cozeltisi (107M)

0,0731 g Glutamin tartilip 50 mL hacimli balon jojede suda ¢oziilmistiir.

Alanin Stok Cozeltisi (10”M)

0,0445 g Alanin tartilip 50 mL hacimli balon jojede suda ¢oziilmiistiir.

Fenilalanin Stok Cozeltisi (107M)

0,0826 g Fenilalanin tartilip 50 mL hacimli balon jojede suda ¢oziilmiistiir.

Histidin Stok Cozeltisi (10”M)

0,07758 g Histidin tartilip 50 mL hacimli balon jojede suda ¢oziilmiistiir.

Tiim amino asit ¢ozeltileri, her giin taze olarak hazirlanmistir.

Tampon Cozelti (0,01 M Asetat Tamponu, pH=4,5)

Litresinde 0,3173 g sodyum asetat ve 0,3516 mL glasial asetik asit i¢ceren tampon ¢ozelti

hazirlanmistir.

3.4 Yontem

Kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup, ayrica bir saflastirma yapilmadan
kullanildi. Cu(Il) — Nc reaktifi AA tayini yapmak icin kullanildi. Katalizér olarak bakir
yaninda aspartik asit, asparajin, glutamik asit, glutamin, glisin, alanin, fenilalanin, histidin ve
pH’si 4,5 olan tampon ¢ozelti kullanildi. Asetat tamponu (0,01 M) HSIEH’e gore hazirlandi
(Hsieh ve Haris, 1993). Biitiin ¢ozeltiler hazirlanirken ve seyreltilirken deiyonize destile su

kullanildi.
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Spektrofotometrik askorbik asit tayin yontemi; AA’nin bir Cu(Il)-2,9 dimetil-1,10fenantrolin
(neocuproine Nc) reaktifi ile pH 7 de amonyum asetatli ortamda dehidroaskorbik aside
oksidasyonuna dayanir. Olusan bis(Nc)-bakir kelatinin (Sekil 3.2) absorbansi 450 nm’ de
olctlir (Gugli vd., 2005).

2Cu(Nc),>" + Askorbik Asit — 2Cu(Nc)," + Dehidroaskorbik Asit 3.1)

Sekil 3.2 Bis(Nc)-bakir kelati

Absorbans, Agilent 8453 UV-Visible spektrofotometre ile kalinligt 1 cm olan kuvartz
kiivetlerle 6l¢iildii. pH olgtimleri kombine bir pH elektrot ile yapildi. Kinetik islemlerde
aktivite katsayisini sabit tutmak i¢in iyonik siddet, 1=0,1 M olacak sekilde KNO; ile
ayarlandi. Biitiin deneyler 25 °C’ de ve sicakligi kontrol edilen (£0,5°C) termostat sistemi

icinde gerceklestirildi.

3.4.1 Ornek Hazirlanmasi ve Kinetik Olgiimler

Cu(IT)-Nc reaktifi ile AA tayini yapmak i¢in; deney tiipleri i¢ine sirasiyla 1 mL 10 M’lik
CuCl,, 1 mL 7,5)(10'3 M Nc ve 1 mL 1 M’ ik CH;COONHy ¢6zeltisinden konularak tiiplerin

agzi1 kapatildi ve 6l¢timler i¢in hazir hale getirildi.

100 mL’ lik balon joje icine 0,1 M KNOs, 0,0015 M tampon, ¢alisilacak konsantrasyonu
(0,785x107 — 6,28x107 M) elde edecek sekilde 1,57x10™ M’ lik stok bakir nitrat ¢cozeltisi,
calisilacak konsantrasyonu (10 — 2x10™ M) elde edecek sekilde 107 M’ hik amino asit (8
adet farkli kimyasal yapili) ¢ozeltisi ilave edildi. Karisima hizla konsantrasyonu 5,67x10”* M

olacak sekilde askorbik asit stok ¢ozeltisinden 10 mL ilave edilerek kronometre baslatildi.
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Baslangigta reaksiyon karistmindan 0,6 mL alinip Cu(I)-Nc karisimi bulunan tiipe kondu,
tizerine 1,4 mL su ilave edilerek iyice karistirildi; kompleks olusumu i¢in 2 dakika bekletildi.
Kiivetler ¢ozelti ile yikandiktan sonra, 6rneklerin 450 nm’ de askorbik asit icermeyen blanke
kars1 absorbanslar1 okundu. Reaksiyon c¢ozeltisi, sicakligi 25°C° de bulunan erlenmayere
alindi. Reaksiyon siiresince ¢ozeltiden akis hiz1 60 L/saat olan hava oksijeni gegirildi. Hava
akimi1 once bir su dolu yikama sisesinden gecirilerek su buhariyla doyuruldu. Reaksiyon hizi
oksijenin ¢oziinme hizina gore diisik oldugu icin, reaksiyon c¢ozeltisinin oksijenle
doyurulmus oldugu kabul edildi. Belli zaman araliklarinda, yaklasik 5 dakika, reaksiyon
karigimindan ornekler alinarak absorbansi okundu. Elde edilen pikler spektrofotometrede {ist
tiste cakistirildi (Sekil 4.1). Izlenen her reaksiyon periyodu (30 dak.) sonunda ¢alisma
cozeltisinin pH degeri olciilerek kontrol edildi. Deneyler iic kez tekrarlandi ve sonuglar

ortalama olarak verildi.

3.4.2 AA Saptama Prosediirii

Bir deney tiipii i¢ine sirastyla 1 mL Cu(Il), 1 mL Nc, son pH’1 7’ye getirmek i¢in 1 mL
amonyum asetat, (2-x) mL su ve x; 0,6 mL AA ¢ozeltisi eklendi. iki dakika sonra 450 nm’ de
blanke karsi absorbans okundu. Amino asit varliginda ve yokken bakir(Il) katalizli AA

otoksidasyonundaki konsantrasyon degismeleri bu yolla izlendi.
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4. SONUCLAR
4.1 Kinetik Calismalar

4.1.1 Teorik Yaklasim

Askorbik asidin pKa degerleri 4,1 ve 11,79’ dur (Weast, 1982). pH 3,2 — 4,5 arasinda
cozeltide bulunan baslica tiirler, askorbik asidin dissosiye olmamis (H,A) ve monoiyonik
(HA") sekilleridir. Cu(NOs3), katalizor olarak kullanilmistir, ¢iinkii bakir inorganik anyonlar
arasinda nitrat ile daha az stabil kompleks verir. Silfat ve kloriir bakir ile daha stabil

kompleksler olusturur, bunlarin hepsi de nispeten zayiftir.

H,A’ nin oldukga fazla miktarda oksijen ile (doygunluk hali) bakir katalizli oksidasyonu,
birinci derece reaksiyon kinetigini izler (Khan ve Martell, 1967 a, b; Ogata vd., 1968).

Reaksiyon hizi soyle ifade edilir;

% =k[H,A] (450 nm deki Cu(II)-Nc absorbanst ile orantilidir. Sekil 4.1) 4.1)

Burada;

[H,A] = Askorbik asit konsantrasyonu (mol.L™)
t = Reaksiyon stiresi (dak.)
k = Birinci dereceden hiz sabiti (dak™)

Askorbik asidin Cu(II)-Neocuproine(Nc) reaktifi ile olusturdugu bis(Nc)-bakir kelatinin
(Sekil 3.2), 450 nm dalga boyunda yapilan absorbans ol¢iimlerinden Log.Absorbansin

zamana kars1 ¢izilen grafigi bir dogru verdiginden;

Egim; -k/2,303’ e esittir.

4.1.2 Katalizorsiiz ve Bakir(IT) iyon Katalizli Oksidasyon

Katalizorstiz ve Cu(Il) iyon katalizli askorbik asit (5,67x10* M) oksidasyonu 25°C” de ve
iyonik siddet I = 0,1 M olacak sekilde (0; 0,785; 1,57; 3,14;4,71; 6,28))(10'7 M bakir iyonlari
varliginda gergeklestirildi ve neocuproine belirteci kullanilarak spektroskopik AA tayini
yapildi. Reaksiyon pH 4,5 da asetat tamponlu amino asit ¢ozeltileri (10 - 2x10™° M)

varliginda veya aminoasit bulunmadan 30 dakika boyunca izlendi (Yalniz histidin i¢in 5x10™
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M konsantrasyon {iizerinde calisilamadi, ¢iinkii diger amino asitlere gore en fazla etkiyi
gosterdi). Bir saat boyunca izlenen reaksiyonda, bakir katalizor olmadan askorbik asidin
yalnizca %1,5” nin okside oldugu bulundu. Birinci derece hiz sabitleri lineer regrasyon analiz
ile bulundu. Askorbik asidin zaman i¢inde gegis metal katalizli oksidasyonu, katalizlenmemis
reaksiyon i¢in bir denklestirme ile degerlendirildi. pH 4,5 icin, bakir iyonlarinin
konsantrasyonunun artmasiyla hizin arttig1 gozlendi. Asetat tamponunda aminoasit ¢ozeltileri
varliginda ve yoklugunda askorbik asit oksidasyonu ile ilgili Log Absorbansa kars1 Zaman

(dak.) egrilerinin kinetik verileri Cizelge 4.1 — 4.18 ve Sekil 4.2 — 4.41° de verilmistir.

4.1.3 Askorbik Asit Oksidasyonunun Reaksiyon Hizi Uzerine Cu(II) iyon

Konsantrasyonu Etkisi

Cu(Il) iyon varliginda ve yoklugunda birinci mertebeden hiz sabitleri arasindaki fark, hiz
karakteristigi olarak alindi (kg). Asetat tamponlu veya asetat tamponlu aminoasit ¢ozeltisi
varliginda, pH 4,5 da toplam Cu(Il) konsantrasyonuna gore K[Cu(Il)] karsilik olan fark hiz
sabitleri (kq) degisimi Sekil 4.42 — 4.49° da verildi. kq ile Cu(Il) konsantrasyonu arasinda

cizilen grafikten lineer regrasyon analiziyle spesifik hiz sabitleri, K, bulundu (Cizelge 4.19).

Asetat tamponlu amino asit ¢ozeltilerinde Cu(Il) iyon katalizli askorbik asit oksidasyonunun
spesifik hiz sabitleri, K, aminoasit bulunmayan reaksiyona gore daha diisiik bulundu (Cizelge

4.19).

4.1.4 Amino Asit Varhiginda Cu(II) iyon Katalizli Askorbik Asit Oksidasyonu

Askorbik asidin, farkli amino asit ve Cu(ll) iyon konsantrasyonlarinda, pH 4,5 da ¢alisilan

oksidasyon reaksiyonlarinin Log.Abs.-zaman grafiklerinden bulunan hiz sabitleri;
1. Diiz zincirli amino asitler; alanin ve glisin i¢in Cizelge 4.9 ve 4.13’de

2. Asidik amino asitler; aspartik asit ve glutamik asit i¢in Cizelge 4.11 ve 4.14°de ve bunlarin

mono amidleri olan, asparajin ve glutamin i¢in Cizelge 4.10 ve 4.15°de

3. Halkali grup i¢eren amino asitler; fenilalanin ve histidin i¢in Cizelge 4.12 ve 4.16’da

verilmistir.

pH 4,5 da Cu(Il) amino asit katalizli reaksiyonlar i¢in spesifik hiz sabitleri, K, Cizelge 4.19 da
verildi. Tabloda verilen hiz sabitleri Sekil 4.42, 4.43, 4.44, 4.45, 4.46, 4.47, 4.48, 4.49’ daki
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dogrularin egimlerinden bulundu. Cizelgeye gore amino asit konsantrasyonlarinin artmasiyla,

spesifik hiz sabitlerinde (K), belirgin bir diisme gozlendi.

4.1.5 Amino Asit Varhiginda Cu(Il) Katalizli AA Oksidasyonunun Genel Ozellikleri
Askorbik asidin oksidasyon hizi tizerine bakir iyon konsantrasyonu, amino asit yapisi ve
konsantrasyonu etkisi soyle 6zetlenebilir:

e Cu(Il) iyon konsantrasyonu attirildiginda reaksiyon hizlar1 da artmistir (Sekil 4.2-4.41).

e Farkli amino asit ve Cu(Il) konsantrasyonlarinda, amino asit konsantrasyonunun artmastyla
oksidasyon hizinin azaldigi gézlenmistir. Ozellikle yiiksek amino asit konsantrasyonlarinda

(107, 2x10” M) bu azalma daha belirgindir.

e Bakir katalizli oksidasyonda amino asit konsantrasyonunun arttirilmasiyla spesifik hiz

sabitleri, K, azalmistir.

e Glutamik asit ile glutamin ve aspartik asit ile asparajin etkileri arasinda dikkate deger fark

gozlenmedi.

e Fenilalanin reaksiyon hizini, alanine gore daha fazla dusiirmiistiir (Cizelge 4.9 ve 4.12).

Spesifik hiz sabitlerinde azalma fenilalaninde daha fazladir (Cizelge 4.19).
e Qlisin ile alanin arasinda 6nemli bir fark izlenmedi (Cizelge 4.9 ve 4.13).

e Histidin, konsantrasyonu arttik¢a reaksiyon hizini izlenemeyecek kadar ¢ok azaltti ve tist

konsantrasyonlar (107 = 2x107 M) calisilamad.

e Aspartik asidin konsantrasyonunun artmasi ile reaksiyon hizi glutamik aside goére daha
diisiik bulundu (Cizelge 4.11 ve 4.14). Spesifik K degerleri de ayn1 sekilde degisti (Cizelge
4.19).
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# Mame Abs<450nm>
1 |2 dak. 058512
2 |5 dak. 042865
3 |10 dak. 0.32700
4 |15 dak. 023743
5 |20 dak. 019066
& |30 dak] 012790

Sekil 4.1 450 nm’ de 5,67x10™* M askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarinn,
Cu(II)-Nc reaktifi ile olusturdugu Cu(I)-Nc kompleksine ait 6rnek spektrum ve absorbans

degerleri
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Cizelge 4.1 Farkli alanin ve Cu(Il) konsantrasyonlar1 varliginda, 5,67x10™* M askorbik asidin
oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(Il)-Nc reaktifi ile olusturdugu Cu(I)-Nc

kompleksine ait absorbans degerlerinin zamanla degisimi

[Cu”™] (M)|[Ala] (M)t (dak.| Abs [[Cu’*] (M)|[Ala] (M) (dak.| Abs [[Cu®] (VMD|[Ala] (VD) (dak.] Abs
2 10,777 2 0,617 2 10,693
5 10,732 5 10,505 5 10,513
ot | 10_Jo.654 ot 00374 ot | 10_Jo414
15 | 0,580 15 0,307 15 | 0,236
20 0,523 20 0,248 20 | 0,168
30 | 0,419 30 0,186 30 | 0,117
2 0,860 2 10,648 2 10,700
5 10,810 5 10,529 5 10,549
5x10% | 10 | 0,833 L [ 10 To411 4+ |10 0,400
20 [0,677 5x10° 15 [0,360 5x10° 15 | 0,288
0,785+ 10" 30 | 0,503 7 20 | 0,286 20 | 0,204
’ 2] 0,854] 3,14x10° 30 0,218 5 30 | 0,144
5 10,989 2 |o0.662] 02810 2 | 0.744
5 [ 10 To.750 5 10,595 5 10,594
X107 ™57 170,693 5 [10 T0.480 5 [10 T0.465
20 | 0,615 Ix10 15 [0,415 Ix10 15 [0,337
30 | 0,598 20 | 0,339 20 0,253
2 0,856 30 | 0,254 30 0,169
5 0,824 2 0,664 2 0,713
2x10° | 10 ]0,799 5 |0,587 5 10,658
20 | 0,643 2x10° | 10 0,550 5 [ 10 ]o0,501
30 | 0,604 20 1039 2x10 15 10367
2 10,750 30 | 0,345 20 0,340
5 10,676 2 10,740 30 | 0,191
. [ 10 [0,544 5 10,678
X100 510,487 L 10 [0418
20 | 0,387 Ix10 15 |0,363
30 | 0,319 20 | 0,240
2 0817 30 [0,173
5 10,690 2 [0,839
10 | 0,605 5 10,643
X104 515202 L [ 10 [0538
20 | 0,458 >x10 15 | 0,399
5 30 0,359 20 0,285
1,57x10 2 | 0.774] 4.71x10” 30 0,196
5 10,688 2 0,778
5 [ 10 [0,608 5 0674
Ix10 15 0,569 5 [ 10 [o510
20 | 0,441 Ix10 15 | 0,405
30 | 0,409 20 [0,311
2 0,802 30 | 0,216
5 0,735 2 0,630
5 [ 10 To,679 5 10,545
2x10 15 | 0,654 2x10° | 10 | 0,452
20 0,553 20 [ 0,317
30 | 0,463 30 | 0,231
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Cizelge 4.2 Farkli asparajin ve Cu(Il) konsantrasyonlar1 varliginda, 5,67x10™* M askorbik
asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(Il)-Nc reaktifi ile olusturdugu Cu(I)-Nc
kompleksine ait absorbans degerlerinin zamanla degisimi

[Cu’"] (M)|[Asn] (Mt (dak.)| Abs |[Cu’’] (MD|jAsn] (M)t (dak.| Abs |[Cu®] (M)|[Asn] (M)t (dak.} Abs
210,650 2 ] 0,809 2 0752
5 10545 5 0771 5 0623
L |10 0557 L [10 Tos7 L [10 Tosst
X0 5 T oam X0 5 0369 X0 P75 0259
20 | 0482 20 | 0369 20 | 0173
30 | 0443 30 | 0325 30 | 0173
0.628 2 0883 2 0825
5 | 0.648 5 10761 5 10,655
sx10* [ 10 [ 0,583 L 10 0639 L |10 0529
15 ]0.539 X0 5 0,541 X0 5 0,348
0.785x10” 30 |0514 20 | 0.509 20 0313
0,625 | 3.14x10” 30 | 0404 B 30 | 0207
5 0,622 2 | 0860 6-28x10 2 0869
L [10 To604 5 10,79 5 | 0,749
X0 ™57 T0,592 1x10° | 10 [ 0711 5 [10 Toe
19 | 0582 15 | 0.634 XI0™ M5 Toem2
23 0571 30 0510 20 | 0452
2 [0.0651 2 [ 0.867 30 | 0327
L[5 Toe 5 10829 2 0859
X107 50 T0.620 L [10 J0759 5 | 0,801
30 | 0617 20" 5 o4 L [10 {0791
0.796 20 0,703 X0 50,692
5 10739 30 | 0618 20 [0572
L 10 o6 2 10,607 30 | 049
X0 ™5 0,535 5 10535
20 | 0489 L |10 J0.3%
30 | 0,440 Ix10 15 | 0,297
0.831 20 | 0235
5 10773 30 0179
sx10* | 10 [0,737 2 [o0655
15 | 0,642 5 10,609
B 20 | 0.604 L |10 049
1,57x10 5 10993 R T TWEE
10 | 0,857 20 | 0355
1x10° [ 15 | 0,849 . 30 | 0270
20 | 0685 | *71x10 0,663
30 | 0.682 5 10,650
0,889 L [0 Joea7
5 | 0831 Ix10 15 | 0,513
5 [10 T0s05 20 | 0446
210 15 | 0,756 30 | 0,348
20 | 0,749 2 [ 0.836
30 [0.720 5 10779
L [10 To7s
20 15 | 0689
20 | 0,649
30 | 0567
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Cizelge 4.3 Farkl aspartik asit ve Cu(Il) konsantrasyonlari varhginda, 5,67x10™* M askorbik
asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(Il)-Nc reaktifi ile olusturdugu Cu(I)-Nc

kompleksine ait absorbans degerlerinin zamanla degisimi

[Cu™] (M)|[Asp] (Mt (dak.] Abs [[Cu”*] (VMD|jasp] (M)t (dak.| Abs [[Cu®] (VM)|[Asp] (Mt (dak.| Abs
2 | 0.834 2 0,781 2 0,687
5 10,755 8 10,595 5 10,719
4| 10 [0,688 1x10* [ 15 0,430 4 | 10 0,295
Ix10 15 | 0,581 25 [ 0,288 Ix10 15 0219
30 | 0,515 35 | 0,240 20 | 0,179
2 0,925 2 0,793 30 | 0,140
5 0,784 8 0,590 2 ] 0,819
15 |0,712 sx10* [ 15 ] 0,536 5 10,593
5x10% [ 20 [ 0,662 25 | 0,414 4 | 10 0,581
30 | 0,633 35 | 0,339 >x10 15 0,322
0,785x107 5 10,973] 3,14x107 2 |0810 20 | 0,275
10 | 0,786 8 0,695 5 30 | 0,193
15 10,778 1x10° [ 13 [ 0.640] 6:28x10 2 10,787
5 | 20 0,713 18 | 0,479 5 0,713
X107 ™357170.699 23 10,533 5 [10 T0.565
2 10872 2 10,823 X107 ™57 T0.465
5 10,861 8 | 0,741 20 | 0,424
15 | 0,801 10?12 0.736 30 | 0,282
5 | 20 0,774 17 0,685 2 | 1126
X107 7 T0.738 21 0.663 5 [0.788
33 10,703 26 [ 0,617 5[ 10 [0,667
2 0,751 2 10,710 2x10 15 | 0,641
5 10,637 5 10,630 20 [ 0,613
1x10* [ 10 0,593 L [ 10 o502 30 | 0,440
20 (0439 X107 P57 10.302
35 0,307 20 | 0,266
2 10,825 30 |0,184
4 [ 8 0,700 2 0,770
X107 M5 T0.641 5 (0714
25 10,538 L[ 10 [0,572
. 2 0813 >x10 15 | 0,461
1,57x10 5 10,763 20 [0.405
3 10 10,715 4,71x10” 30 ]0,274
Ix10 15 | 0,700 2 10,800
20 | 0,599 5 10,691
30 | 0,549 L[ 10 [0,644
2 10,860 Ix10 15 | 0,502
10 | 0,784 20 | 0,443
2x10° [ 15 0,715 30 0,359
20 | 0,686 2 0,766
30 | 0,641 5 10,762
2x10° [ 15 10,609
20 | 0,555
27 0,477
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Cizelge 4.4 Farkl fenilalanin ve Cu(Il) konsantrasyonlari varliginda, 5,67x10™* M askorbik
asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(Il)-Nc reaktifi ile olusturdugu Cu(I)-Nc

kompleksine ait absorbans degerlerinin zamanla degisimi

[Cu®] (M)|[Phe] (M)t (dak.] Abs [[Cu®] (M)|[Phe] (M)t (dak.| Abs |[[Cu®'] (M)|[Phe] (Mt (dak.| Abs
2 0,743 2 0,755 2 0,640
5 10,688 5 10,575 5 10,522
1x10* | 15 0,558 . | 10 o489 4| 10 [0267
20 [0,509 Ix10 15 0314 Ix10 15 | 0,208
30 | 0,541 20 | 0,302 20 [0,182
2 10,803 30 | 0,206 30 0,151
5 10,716 2 0,726 2 | 0.717
5x10% [ 15 [ 0,672 5 |0,611 5 10,610
0785107 20 | 0,592 1ot | 10_0.638 1o 100,505
’ 30 | 0,570 15 0,463 15 [0,315
2 10,791] 3,14x107 20 | 0,420 20 0,278
2| 5 [o0746 30 | 0,345 5 30 | 0,259
X107 5657 T0.639 2 0.776] 0:28x10 2 10,739
30 | 0,598 5 0,690 5 10,677
2 10,779 1x10° | 10 ]0,593 5| 10 [o,722
S| 5 0787 20 | 0,505 Ix10 15 | 0,577
X107 550,755 30 0.419 20 ]0.402
30 | 0,729 2 |0,781 30 | 0,345
2 10,870 10?0731 2 |0.772
5 10,765 10 |0,672 5 10,703
1x10* [ 10 0,581 20 0,597 5[ 10 [0,666
15 ] 0,547 210,720 2x10 15 ] 0,579
30 | 0,410 5 0,527 20 | 0,544
2 (0,791 L[ 10 J0343 30 0,397
5 10717 X107 P57 10273
. [ 10 0,656 20 | 0,225
>x10 15 | 0,655 30 0,179
20 | 0,529 2 0,753
30 | 0,487 5 10,599
1.57x107 2 10,810 4 10 ]0,527
; 5x10
5 10,744 15 | 0,484
3 10 10,699 4,71x107 20 |0,344
X10% 5710613 30 0293
20 | 0,589 2 [0,801
30 0,553 5 10,662
2 10,798 1x10° | 10 [0,540
5 10819 20 | 0,428
L [ 10 0,753 30 | 0,366
X107 5710744 5 [0.730
20 0,714 L [ 10 [0,699
30 | 0,628 2x10 20 0,556
30 | 0,489
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Cizelge 4.5 Farkli glisin ve Cu(Il) konsantrasyonlari varliginda, 5,67x10™ M askorbik asidin
oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(Il)-Nc reaktifi ile olusturdugu Cu(I)-Nc

kompleksine ait absorbans degerlerinin zamanla degisimi

[Cu®'] (M)[[Gly] (M)t (dak.| Abs [[Cu®] (M)[[Gly] (M)t (dak.] Abs [[Cu®] (M)[[Gly] (M)t (dak.| Abs
2 10,583 2 0,558 2 10,579
5 10,565 5 0,467 5 0,451
1x10* [ 10 [ 0,561 4| 10 Jo271 4| 10 0,296
20 | 0,464 Ix10 15 | 0,223 Ix10 15 | 0,182
30 | 0,452 20 | 0,180 20 | 0,152
2 0,631 30 | 0,177 30 | 0,128
5 0,587 2 0,593 2 0,602
sx10* | 15 [0,552 5 10,520 5 0,473
20 | 0,545 4 | 10 o400 4| 10 [0350
0,785x107 30 [0,502 >x10 15 [0,369 >x10 15 [0,256
2 0,627 20 | 0,300 5 20 | 0,208
10_10,602] 3.14x10” 30 |o0.218] 62810 30 0.153
1x10° | 15 ]0,558 2 o641 2 0,637
20 | 0,578 5 10,565 5 0,548
30 | 0,526 0 100,509 1x10® [ 10 0,454
2 0,648 15 | 0,419 20 | 0,279
21 5 (0,609 20 | 0,394 30 | 0,186
X107 5 T0.002 30 0303 2 0.666
30 | 0,543 2 0,648 5 (0,634
2 10,693 5 |o0,641 2x10° | 10 ]0,495
5 0,672 2x10° | 10 | 0,656 20 | 0,333
L | 10 [0617 20 | 0,466 30 | 0,240
X107 ™7357770.546 30 | 0.401
20 | 0,466 2 0,583
30 | 0,379 5 10,470
2 0,641 4 |10 [0367
5 0643 X10° M5710.262
4 [ 10 T0576 20 0,219
>x10 15 | 0,479 30 | 0,156
20 | 0,466 2 10,592
1,57x107 30 | 0,402 5 10,657
2 0,687 4 | 10 [0,365
5 10,654 >x10 15 0,324
5 [ 10 T0,579 20 [ 0,259
X100 15770557 4.71x107 30 0,176
20 | 0,535 2 0,635
30 | 0,442 5 10,607
2 0,676 5 [ 10 0,502
5 10,662 Ix10 15 | 0,438
2x10° | 15 0,648 20 [0,382
30 | 0,507 30 | 0,289
34 | 0,496 2 0,672
5 10,658
2x10° | 10 J0,562
20 0,435
30 | 0,321
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Cizelge 4.6 Farkli glutamik asitxHCI ve Cu(Il) konsantrasyonlari varliginda, 5,67x10* M
askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(II)-Nc reaktifi ile olusturdugu
Cu(I)-Nc¢ kompleksine ait absorbans degerlerinin zamanla degisimi

[Cu”'| (MfGlu] O (dak.) Abs [ICu”'] (VD[iGlu] VD)t (dak.] Abs [ICu™] (M)iGlu] (Mt (dak.| Abs
2 0,824 2 10,769 1 |0,727
5 0,754 5 0,648 7 0,311
1x10* | 10 ]0,730 1x10* | 10 ]o0,511 1x10* | 12 0,175
20 | 0,643 20 | 0,313 17 |0,140
30 | 0,530 30 | 0,235 25 | 0,125
2 10,903 2 0,835 1,5 | 0,746
5 0811 5 0,701 8 |0.347
sx10* | 10 [0,736 5x10* | 10 ]0.,536 sx10* [ 14 10,249
20 | 0,677 20 | 0,335 20 | 0,181
0785107 30 | 0,609 7 30 | 0,273 25 0,160
> 2 10,941] 3,14x10 2 0,919 5 2 0,748
5 10,911 5 0,780 6-28x10 5 10,576
1x10° | 10 | 0,831 1x10° | 10 | 0,601 5| 10 [0,376
20 10,730 20 | 0,425 IX10° 5710276
30 | 0,692 30 | 0,313 20 | 0,215
2 0,964 2 | 0914 30 | 0,157
5 10,935 5 0,860 2 | 0,854
2x10° | 10 10,880 5 | 10 [0,707 5 |o0,664
20 | 0.821 2107 5710.588 L 710 J0.486
30 ]0,730 20 0,478 2x10° ™15 [0.334
2 10,833 30 | 0,397 20 | 0,295
5 10,714 2 10,730 30 | 0,238
1x10* | 10 ]0,589 5 10,575
20 | 0,458 4 |10 [o,432
30 10345 IX10° M5710.302
2 0,853 20 | 0,231
5 10,780 30 | 0,149
4 [ 10 [o,601 2 10,786
>x10 15 0,610 5 10,676
20 | 0,532 4| 10 [0474
5 30 | 0,457 >x10 15 | 0,326
1,57x10 2 0875 20 | 0,264
5 [os813] 4,71x107 30 0,189
5 [ 10 0,706 2 0967
Ix10 15 | 0,604 5 (0,732
20 [0,586 1x10° | 10 0,525
30 | 0,493 18 | 0,356
2 (0,942 25 0,301
5 (0,854 2 0878
2x10° | 10 |[0,795 5 10,754
20 | 0,660 5 [ 10 [o,640
30 | 0,566 2x10 15 | 0,484
20 | 0,401
30 | 0,306
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Cizelge 4.7 Farkli glutamin ve Cu(Il) konsantrasyonlari varliginda, 5,67x10” M askorbik
asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(Il)-Nc reaktifi ile olusturdugu Cu(I)-Nc

kompleksine ait absorbans degerlerinin zamanla degisimi

[Cu™] (M)[GIn] (M)t (dak.] Abs [[Cu”] (M)|[GIn] (M)t (dak.| Abs [[Cu”] (M)[[GIn] (M)t (dak.| Abs
> 0.668 > 0743 7 10.652
5 [0.741 5 0615 5 0483
1x10* |10 0,628 L 10 0487 L 10 Toze7
5 |0.527 X107 5 T0.320 X107 M5 T0.153
30 0,399 20 [0.278 20 [0.121
2 [0.777 30 ]0.195 30 [0.106
5 [0.716 2 [0.704 2 0724
5x10* [ 10 ] 0.638 5 [0.653 5 [0.554
20 ]0.583 . 10 To.500 L [0 Toss7
, 30 | 0.521 5x10" 1510363 Sx10° 5 To277
0,785x10 2 [0.748 20 0326 20 ]0.197
S O] DR 30 0233 30 [0.141
o |10 Toes0] > 2 [0.764] & 2 0716
15 |0.613 5 [0.665 5 [0.645
20 ] 0.607 o |0 o581 ot 10 J0a72
30 ]0.538 15 |0513 15 10293
5 [0.741 20 | 0.406 20 [0.256
r1e® 10 ]0.734 30 [ 0.304 30 [0.165
20 [0.710 2 0.776 2 [0.763
30 ] 0.689 5 [0.750 5 0673
> 10.760 5 [0 T0.660 5 [10 To.s00
5 10,726 2x10°7 15 | 0,630 2x10° 15 | 0,465
L 10 [o562 20 0512 20 0442
X107 M1510.,479 30 ]0,506 30 |0,276
20 0423 > 10.745
30 0311 5 10.601
7 10.800 L 10 [0332
5 (0738 X107 510233
5x10% | 15 ]0,515 20 |0,181
20 | 0.483 30 [0.135
30 10,390 7 10.737
1.57x10" 7 10836 5 10.660
5 [0.762 L 10 [0519
L 10 [o671 X0 57 170.,385
Ix10 15 [0,599 20 0,272
20 | 0.526 , 30 ] 0.188
30 (o514 +71x10 2 10.765
7 10830 5 0.628
5 [0.766 L, 710 [0.469
L 10 0732 XI0% 5770407
2x10 15 | 0,666 20 0,314
20 [ 0.592 30 [0.230
30 ]0.586 7 10.803
5 10.708
L 10 [0.648
X107 M5 T0.547
20 ] 0.468
30 [0.349
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Cizelge 4.8 Farkli histidin ve Cu(Il) konsantrasyonlar: varhiginda, 5,67x10” M askorbik
asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(Il)-Nc reaktifi ile olusturdugu Cu(I)-Nc
kompleksine ait absorbans degerlerinin zamanla degisimi

[Cu™] (V)] [His] (WDt (dak.] Abs [ICu”T (M)]iHis] (wplt (dak.] Abs
2 10,773 2 10,770
5 10,676 5 10,553
1x10* | 10 ]0,648 2| 10 0,469
20 | 0,539 Ix10 15 |0,376
30 [ 0,537 20 | 0,267
0,785x10” 2 10,702 . 30 10,190
s Toe72] #7110 GE
4 | 15 [0,653 510,668
>x10 20 | 0,627 4| 10 0,599
27 [0.602 X107 510297
33 [0,578 20 | 0,510
2 10,745 30 | 0,380
5 10,689 2 10,691
1x10* | 10 ]0,644 5 10,563
20 | 0,583 4 |10 [o432
5 30 0418 X107 510320
1,57x10 0,737 20 | 0,239
5 (0,752 5 30 [0,152
sx10* [10 [0.632] 62810 20,700
20 0,643 5 0,908
30 | 0,540 4 [ 10 0,597
2 0,688 >x10 15 0,522
5 10,690 20 0,437
1x10* | 10 10,499 30 |0,402
20 0,350
3,14x10” 30 10323
: 0,697
5 0,725
sx10* [ 10 [0,580
15 | 0,564
30 | 0,463




izelge 4.9 Farkli alanin ve Cu(Il) konsantrasyonlar1 varliginda, 5,67)(10'4 M askorbik asit oksidasyon reaksiyonunun hiz sabitleri (k
g y g y y

[Ala] (M) k (dak™)
0,785x107 M [Cu®"] 1,57x107 M [Cu®"] 3,14x107 M [Cu*'] | 4,71x107 M [Cu*) 6,28x107 M [Cu’']

1x10™ 22,2x107 31,2x10° 42,6x107 54,3x107 65,6x107
> = 0,999 > =0,980 *=0,974 ?=0,971 = 0,966
510 18,6x107 28.5x107 38,2x107 51,8x107 57,6x107
X =0,921 ?=0,976 ?=0,978 *=0,988 *=0,980
3 16,8x107 23,4x107 34,5x107 46,5x107 53,3x107

1X10 2 2 2 2 2
> = 0,800 ?=0,946 *=0,995 > =0,994 *=0,991
2x1073 13,4x107 19,2x107 23,7x107 35,5x107 47,1x107
* =0,958 *=0,981 =0,974 =0,997 *=0,987

€L



Cizelge 4.10 Farkl1 asparajin ve Cu(Il) konsantrasyonlar1 varliginda, 5,67x10™* M askorbik asit oksidasyon reaksiyonunun hiz sabitleri (k)

[Asn] (M) k (dak™)
0,785x107 M [Cu®'] 1,57x107 M [Cu®"] 3,14x107 M [Cu*'] | 4,71x107 M [Cu*) 6,28x10”7 M [Cu’']

1x10™ 12,1x107 22,6x107 36,1x107 45.4x107 57,4x107
= 0,808 ?=10,942 *=0,858 *=0,974 > = 0,880
510 8,18x107 17,8x107 27,1x107 32,4x107 49.2x107
> =0,842 =0,978 =0,968 ?=0,995 ?=0,975
3 4.47x107 15,4x107 18,5x107 24,6x107 33,7x107

1X10 2 2 2 2 2
= 0,994 ?=0,843 *=0,983 *=0,951 *=0,936
2x1073 2,15x107 7,12x107 11,6x107 13,2x107 22.3x107
1 =0,942 * = 0,894 = 0,985 *=0,987 =0,959

YL



Cizelge 4.11 Farkl1 aspartik asit ve Cu(Il) konsantrasyonlar1 varliginda, 5,67x10™* M askorbik asit oksidasyon reaksiyonunun hiz sabitleri (k)

[Asp] (M) k (dak™)
0,785x107 M [Cu®'] 1,57x107 M [Cu’"] 3,14x107 M [Cu*'] | 4,71x107 M [Cu*) 6,28x10”7 M [Cu’']

1x10™ 16,9x107 26,3x10 36,6x107 50,8x107 62,5x10
?=0,917 ?=10,991 ?=0,975 = 0,964 *=0,869
510 12,4x107 17,8x107 24.4x107 37,3x107 51,9x107
= 0,866 *=0,982 ?=0,971 =0,996 ? = 0,946
3 11,1x107 14,2x107 23,2x107 28.8x107 36,2x107

1X10 2 2 2 2 2
1 =0,750 ?=0,965 *=0,841 *=0,977 *=0,992
2x1073 6,95x107 10,7x107 11,3107 19,7x107 28,0x107
> = 0,998 *=0,962 ?=0,979 *=0,989 ?=0,871

SL



Cizelge 4.12 Farkli fenilalanin ve Cu(Il) konsantrasyonlari varliginda, 5,67x10™ M askorbik asit oksidasyon reaksiyonunun hiz sabitleri (k)

[Phe] (M) k (dak™)
0,785x107 M [Cu’"] 1,57x107 M [Cu’"] 3,14x107 M [Cu*'] | 4,71x107 M [Cu*) 6,28x10”7 M [Cu’']

1x10™ 12,6x107 25,8x107 45.4x107 48,7x107 52,6x107
1 =0,764 =10,926 *=0,955 ?=0,913 *=0,855
510 11,3x107 17,2x107 26,7x107 33,1x107 39,5x107
?=0,912 »=0,938 =0,937 =0,953 ?=0,879
3 9,85x107 13,7x107 21,0x107 26,7x107 29.6x107

1X10 2 2 2 2 2
* =0,981 =10,926 *=0,977 *=0,943 > =0,894
2x1073 2,55x107 8,86x107 14,5107 16,9107 22,7x107
1 =0,942 =0,939 =0,982 *=0,981 ?=0,979

9L



Cizelge 4.13 Farkli glisin ve Cu(Il) konsantrasyonlar1 varliginda, 5,67x10™* M askorbik asit oksidasyon reaksiyonunun hiz sabitleri (k)

[Gly] (M) k (dak™)
0,785x107 M [Cu®"] 1,57x107 M [Cu’"] 3,14x107 M [Cu*'] | 4,71x107 M [Cu*) 6,28x10”7 M [Cu’']

1x10™ 10,0x107 22,5x107 42,9x107 47,3x107 56,4x107
?=0,917 *=0,988 *=0,825 *=0,977 *=0,903
510 7,30x107 18,1x107 35,2x107 46,1x107 49,1x107
> = 0,945 *=0,955 =0,992 ?=0,943 *=0,968
3 6,03x107 15,0x107 26,1x107 28,7x107 44.2x107

1X10 2 2 2 2 2
=0,878 ?=10,976 *=10,988 *=0,997 *=10,999
2x1073 5,10x107 10,3107 18,9107 27,0107 37,9x107
 =0,836 *=0,937 ?=0,919 = 0,994 =0,995

LL



Cizelge 4.14 Farkli glutamik asitx HC] ve Cu(Il) konsantrasyonlari varhginda, 5,67x10™ M askorbik asit oksidasyon reaksiyonunun hiz sabitleri (k)

[Glu] (M) k (dak™)
0,785x107 M [Cu’"] 1,57x107 M [Cu’"] 3,14x107 M [Cu*'] | 4,71x107 M [Cu*) 6,28x10”7 M [Cu’']

1x10™ 14,7x107 30,3x10 42,9x107 57,0x107 72,5107
=0,979 *=0,988 > =0,987 > = 0,989 > = 0,847
510 12,8x107 22,6x107 40,7x107 52,9107 63,9x107
* =0,938 *=0,987 =0,969 ?=0,970 ?=0,935
3 11,4x107 20,6x107 37,9x107 50,2x107° 56,1x107

1X10 2 2 2 2 2
1 =0,963 ?=0,966 *=0,987 *=10,958 *=0,955
2x1073 9,62x107 17,7x107 31,6x107 38,4x107 46,1x107
> =0,992 *=0,992 =0,980 = 0,985 ?=0,923

8L



Cizelge 4.15 Farkli glutamin ve Cu(II) konsantrasyonlari varliginda, 5,67x10™* M askorbik asit oksidasyon reaksiyonunun hiz sabitleri (k)

[GIn] (M) k (dak™)
0,785x107 M [Cu’"] 1,57x107 M [Cu’"] 3,14x107 M [Cu*'] | 4,71x107 M [Cu*) 6,28x10”7 M [Cu’']

1x10™ 21,1x107 32,6x10° 48,6x107 63,0x10 68,2x10
 =0,929 *=10,989 =0,983 ?=0,931 *=0,876
510 13,5x107 26,1x107 41,0x107 51,1x107° 58,7x107
> =0,957 =0,977 ?=0,979 =0,990 ?=0,965
3 10,8x107 18,2x107 32,5x107 42.4x10° 54,8x107

1X10 2 2 2 2 2
> =0,957 *=10,907 > =0,994 > =0,982 *=0,974
2x1073 2,99x107 13,0x107 16,9107 29,4x107 35,3x107
> = 0,995 = 0,909 ?=0,910 =0,996 =0,980

6L



Cizelge 4.16 Farkl1 histidin ve Cu(II) konsantrasyonlari varliginda, 5,67x10™ M askorbik asit oksidasyon reaksiyonunun hiz sabitleri (k)

[His] (M) k (dak™)
0,785x107 M [Cu®'] 1,57x107 M [Cu’"] 3,14x107 M [Cu*'] | 4,71x107 M [Cu*) 6,28x10”7 M[Cu*']
1x10™ 12,6x107 18,9x107 30,0x107 48.4x107 54,3x107
= 0,868 ?=0,942 *=0,922 *=0,977 = 0,996
510 5,83x10 13,2x107 15,7x107 24,8x107 26,4x107
=0,979 »=0,891 ?=0913 =0,939 = 0,808

08
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Cizelge 4.17 Farkli Cu(Il) konsantrasyonlari varhiginda, 5,67x10” M askorbik asidin
oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(Il)-Nc reaktifi ile olusturdugu Cu(I)-Nc
kompleksine ait absorbans degerlerinin zamanla degisimi ve hiz sabitleri

[Cu®”'] M)| ¢ (dak.) Abs k (dak™) r
10 0,692

0,785x10” ;g 8:;3 18,8x10°| 0,936
30 0,463
2 0,772
5 0,729

1,57x107 12 8:282 28,4x10°| 0,986
20 0,457
30 0,359
2 0,707
5 0,721

3,14x107 12 8:;;3 46,8x10°| 0,973
20 0,309
30 0,202
2 0,709
5 0,556

4,71x10” 12 gzggg 63,6x10°| 0,971
20 0,181
30 0,120
2 0,621
5 0,412

6,28x10” 10 0,274 | 852x10°| 0,979
15 0,169
20 0,134

Cizelge 4.18 pH 4,5 de 5,67x10* M askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan
miktarinin, Cu(Il)-Nc reaktifi ile olusturdugu Cu(I)-Nc kompleksine ait absorbans
degerlerinin zamanla degisimi ve hiz sabiti

t(dak.) | Abs |k (dak™) P
2 0,631
10 0,623
ig 822(2)3 1,38x107 | 0,945
50 0,597
60 0,582




Cizelge 4.19 Askorbik asidin pH 4,5 degerinde farkli Cu(Il) - amino asit katalizli oksidasyonunun spesifik hiz sabitleri

AMINO ASIT KONSANTRASYONLARI (M)
0,1x10° 0,5x10° 1,0x10° 2,0x10°
AMINO ASITLER K+S, (M'dak™) r’ K+S, (M'dak™) r’ K+S, (M'dak™) r’ K+S, (M'dak™) r’
Alanin (7,72 £ 0,21) x 10* 0,995 (7,09 £ 0,45) x 10* 0,977 (6,76 +0,28) x 10* 0,990 (5,94 + 0,36) x 10* 0,978
Aspartik Asit (8,13+0,22) x 10* 0,997 (7,02 +0,41) x 10* 0,986 (4,49+0,14) x 10* 0,996 (3,64 + 0,40) x 10* 0,953
Asparajin (7,92 +0,39) x 10* 0,990 (6,77 +0,53) x 10* 0,976 (4,67 +0,49) x 10* 0,957 (3,24+0,33)x 10* 0,961
Fenilalanin (7,05 +1,20) x 10* 0,896 (5,00 + 0,24) x 10* 0,991 (3,67 +0,25) x 10°* 0,981 (3,35+0,32) x 10* 0,965
Glisin (8,12 +0,98) x 10* 0,944 (7,79 £ 0,90) x 10* 0,948 (6,30 +0,57) x 10* 0,969 (5,82 +0,12) x 10* 0,998
Glutamik Asit (9,94 +0,52) x 10* 0,989 (9,27 + 0,46) x 10* 0,990 (8,32 +0,66) x 10* 0,975 (6,54 +0,48) x 10 0,979
Glutamin (8,68 +0,72) x 10* 0,973 (8,00 + 0,68) x 10* 0,972 (7,90 + 0,23) x 10* 0,997 (5,64 + 0,45) x 10* 0,975
Histidin (7,98 + 0,48) x 10* 0,986 (3,67 +0,41) x 10* 0,952
Sadece Cu(Il) icin  (ortamda amino asit yokken)  K+S, (M dak™) = (11,89+ 0,20) x 10* (r* = 0,999)

Sy = K degerlerinin standart sapmasi, 1° = regrasyon katsayisi

K = Konsantrasyondan bagimsiz spesifik hiz sabiti, K =

kd
[Cu(lD)]

[4:
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Sekil 4.2 0,785x10” M Cu(II) ve farkl1 alanin miktarlari [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10 M]
varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler

0 oA

= B

AC

» x D
]
<
o
o
|

'0-6 T T T
0 10 20 30 40
Zaman(Dak.)

Sekil 4.3 1,57x107 M Cu(Il) ve farkli alanin miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10 M]
varliinda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.4 3,14x10”7 M Cu(II) ve farkli alanin miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10™* M]
varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler

0,000
0,100 -
-0,200 -
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-0,400 - ¢
-0,500 -
0,600 - .
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-0,800 -
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Sekil 4.5 4,71x10”7 M Cu(II) ve farkli alanin miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10™* M]
varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.6 6,28x107 M Cu(II) ve farkli alanin miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10™* M]
varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.7 0,785x10” M Cu(II) ve farkli asparajin miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10"
M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.8 1,57x107 M Cu(Il) ve farkli asparajin miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10 M]
varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler

A
=B
AC
x D

Log Abs.

0 10 20 30 40
Zaman(Dak.)

Sekil 4.9 3,14x107 M Cu(II) ve farkli asparajin miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10* M]
varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.10 4,71x10” M Cu(II) ve farkli asparajin miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10"
M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.11 6,28x10” M Cu(II) ve farkli asparajin miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10"
M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.12 0,785x107 M Cu(II) ve farkl aspartik asit miktarlari [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x
10 M] varliginda askorbik asit oksidasyonu icin elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.13 1,57x107 M Cu(II) ve farkl aspartik asit miktarlari [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x10™
M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.14 3,14x107 M Cu(II) ve farkl aspartik asit miktarlari [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x10™
M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.15 4,71x107 M Cu(II) ve farkli aspartik asit miktarlari [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x10™
M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.16 6,28x107 M Cu(II) ve farkli aspartik asit miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x10™
M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.17 0,785x10” M Cu(Il) ve farkl: fenilalanin miktarlari [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x10™
M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.18 1,57x10” M Cu(II) ve farkli fenilalanin miktarlari [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10™
M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.19 3,14x107 M Cu(Il) ve farkli fenilalanin miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10™
M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.20 4,71x10” M Cu(II) ve farkli fenilalanin miktarlari [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10™
M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.21 6,28x10” M Cu(Il) ve farkli fenilalanin miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10™
M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.22 0,785x107 M Cu(Il) ve farkli glisin miktarlari [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10™ M]
varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.23 1,57x107 M Cu(Il) ve farkh glisin miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10* M]
varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.24 3,14x107 M Cu(II) ve farkli glisin miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10™ M]
varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.25 4,71x107 M Cu(Il) ve farkh glisin miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10* M]
varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.26 6,28x10” M Cu(Il) ve farkli glisin miktarlari [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10 M]
varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler

0
A
-0.05 - =B
C
01 4
® x D
< 0.15 -
o
S
-0.2
-0.25 -
'0.3 T T T
0 10 20 30 40
Zaman(Dak.)

Sekil 4.27 0,785x10” M Cu(Il) ve farkli glutamik asitxHCI miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D:
20) x 10" M] varliginda askorbik asit oksidasyonu icin elde edilen kinetik veriler



oA
=B
AC
x D

-0.05 -
-0.1 1
-0.15
-0.2
-0.25
-0.3 -
-0.35 -
-0.4
-0.45 -
-0.5

Log Abs.

il

0 10 20 30 40
Zaman(Dak.)

Sekil 4.28 1,57x107 M Cu(II) ve farkli glutamik asitxHCI miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D:
20) x 10 M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.29 3,14x10” M Cu(II) ve farkli glutamik asitxHC1 miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D:
20)x 10 M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.30 4,71x10” M Cu(II) ve farkli glutamik asitxHCI miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D:
20) x 10 M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.31 6,28x10” M Cu(II) ve farkli glutamik asitxHC1 miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D:
20)x 10 M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.32 0,785x107 M Cu(II) ve farkli glutamin miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10™
M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler

A
=B
AC
x D

Log Abs.

0 10 20 30 40
Zaman(Dak.)

Sekil 4.33 1,57x107 M Cu(II) ve farkli glutamin miktarlar [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10*
M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.34 3,14x10” M Cu(II) ve farkli glutamin miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10™
M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.35 4,71x10” M Cu(Il) ve farkli glutamin miktarlari [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10
M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.36 6,28x10” M Cu(II) ve farkli glutamin miktarlar1 [(A: 1, B: 5, C: 10, D: 20) x 10™
M] varliginda askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.37 0,785x107 M Cu(II) ve farkl histidin miktarlar1 [(A: 1, B: 5) x 10 M] varliginda
askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.38 1,57x107 M Cu(Il) ve farkli histidin miktarlar1 [(A: 1, B: 5) x 10 M] varliginda
askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.39 3,14x10”7 M Cu(Il) ve farkls histidin miktarlar1 [(A: 1, B: 5) x 10*M] varliginda
askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.40 4,71x10” M Cu(Il) ve farkli histidin miktarlar1 [(A: 1, B: 5) x 10" M] varliginda
askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.41 6,28x107 M Cu(II) ve farkli histidin miktarlari [(A: 1, B: 5) x 10 M] varliginda
askorbik asit oksidasyonu i¢in elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.42 Asetat tamponlu alanin ¢6zeltilerinde Cu(Il) iyonunun askorbik asit oksidasyonu
tizerine katalitik etkisi [( A: 0, B: 1, C: 5, D: 10, E: 20) x 10* M Ala], kg = pH 4,5 de bakir
varliginda ve yoklugunda birinci dereceden hiz sabitleri arasindaki fark
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Sekil 4.43 Asetat tamponlu asparajin ¢ozeltilerinde Cu(Il) iyonunun askorbik asit
oksidasyonu iizerine katalitik etkisi [( A: 0, B: 1, C: 5, D: 10, E: 20) x 10™* M Asn], kg = pH
4,5 de bakir varliginda ve yoklugunda birinci dereceden hiz sabitleri arasindaki fark



104

-A
¢B
= nC
X
© AD
z
® x E
o
-
X
T
X

[Cu(I1)] x 107 (M)

Sekil 4.44 Asetat tamponlu aspartik asit ¢ozeltilerinde Cu(Il) iyonunun askorbik asit
oksidasyonu tizerine katalitik etkisi [( A: 0, B: 1, C: 5, D: 10, E: 20) x 10" M Asp], k¢ =pH
4,5 de bakir varliginda ve yoklugunda birinci dereceden hiz sabitleri arasindaki fark
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Sekil 4.45 Asetat tamponlu fenilalanin ¢ozeltilerinde Cu(II) iyonunun askorbik asit
oksidasyonu tizerine katalitik etkisi [( A: 0, B: 1, C: 5, D: 10, E: 20) x 10™* M Phe], kg = pH
4,5 de bakir varliginda ve yoklugunda birinci dereceden hiz sabitleri arasindaki fark
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Sekil 4.46 Asetat tamponlu glisin ¢ozeltilerinde Cu(II) iyonunun askorbik asit oksidasyonu
tizerine katalitik etkisi [( A: 0, B: 1, C: 5, D: 10, E: 20) x 10*M Gly], kq = pH 4,5 de bakir
varliginda ve yoklugunda birinci dereceden hiz sabitleri arasindaki fark
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Sekil 4.47 Asetat tamponlu glutamik asitxHCI ¢ozeltilerinde Cu(Il) iyonunun askorbik asit
oksidasyonu tizerine katalitik etkisi [( A: 0, B: 1, C: 5, D: 10, E: 20) x 10* M GluxHCl], kq =
pH 4,5 de bakir varliginda ve yoklugunda birinci dereceden hiz sabitleri arasindaki fark
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Sekil 4.48 Asetat tamponlu glutamin ¢ozeltilerinde Cu(Il) iyonunun askorbik asit oksidasyonu
tizerine katalitik etkisi [( A: 0, B: 1, C: 5, D: 10, E: 20) x 10* M Gln], kg = pH 4,5 de bakir
varliginda ve yoklugunda birinci dereceden hiz sabitleri arasindaki fark
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Sekil 4.49 Asetat tamponlu histidin ¢ozeltilerinde Cu(Il) iyonunun askorbik asit oksidasyonu
iizerine katalitik etkisi [( A: 0, B: 1, C: 5) x 10™ M His], kq = pH 4,5 de bakir varliginda ve
yoklugunda birinci dereceden hiz sabitleri arasindaki fark
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5. TARTISMA

pH 4,5 degerinde bakir iyonunun katalizor olarak kullanildigr AA oksidasyonunun hiz esitligi
AA’ ya bagl olarak birinci mertebeden bulundu. AA oksidasyon hiz sabiti, sabit Cu(Il)
konsantrasyonunda, amino asit konsantrasyonunun artmasiyla azaldi ve sabit bir amino asit
konsantrasyonunda Cu(Il) konsantrasyonunun artmasiyla artti.

Khan ve Martell (Khan ve Martell, 1967b) bakir (II)-ligand (L) kelat1 (ML"") katalizli
askorbik asid (H,A) oksidasyonu i¢in asagidaki mekanizmay1 dnermislerdir:

HA> HA"+H"

HA +ML" <> MHLA®""

HLA®DY _y MHLA®D*

MHLA ™", A7+ ML®D*

AT+ MLy, A+ MLOD?

Bu katalitik siirecte katalizor ML tiiriiniin rejenerasyonu, ML™ " tiiriiniin ¢6ziinmiis oksijen
ile oksidasyonu yoluyla olur. Bu ¢ok adimli siirecte yavas (hiz belirleyici) adim, tglii
MHLA®"* gecis kompleksinin monohidrojen askorbat (HA") ve Cu(Il) — kelat: (ML"")’ndan
itibaren olusumudur. Eger ikili M-L kelati ¢ok kararli ise uglii gecis kompleksi tam
olusamayacaktir. Uclii komplekste gevsek baglanma, bu kompleksin elektron transferi
esnasinda kolayca deforme olmasini saglar. Bu baglamda Khan ve Martell (Khan ve Martell,
1967b) Cu-kelatlar1 varliginda askorbik asit otoksidasyon hizinin, artan Cu-kelat stabilitesi
ile azalacagimi ongdrmiisler ve bu Ongoriilerine uygun olarak cesitli metal kelatlarin
logaritmik stabilite sabitleri ile bu kelatlarin katalitik aktivitesi arasinda dogrusal iligkiler
bulmuslardir. Bununla uyumlu olarak Cu(Il)-fenantrolin, Cu(Il)-dipiridil (Khan ve Martell,
1967b) ile Cu(ll)-tiyotire (Zhu vd., 2002) kelat komplekslerinin askorbik asit
otoksidasyonunu katalizlemede tamamen inaktif oldugu gériilmiistiir. incelenen Cu(II)-amino
asit (L) sistemlerinde Cu(Il)-L kompleksinin kararliligi arttikga, CuL kelatinin hidrojen
askorbat (HA) ile ticlii kompleks olusum egilimin azalmasina bagli olarak otoksidasyon
hizinin azaldig1 gézlenmistir. Cizelge 4.19’°daki spesifik hiz sabitlerine bakildiginda denenen
amino asitlerin Cu(Il)-katalizli askorbik asit otoksidasyonunu inhibe etme etkinlik sirasi:
Histidin > fenilalanin > asparagin > aspartik asit > glisin > alanin > glutamin > glutamik asit
seklinde oldugu gorilir. Bu amino asitlerin Cu(Il) ile birinci komplekslesme sabitlerinin
logaritmalar1 (Log K;) “ayni iyonik kuvvetlerde kaydedilmemis literatiir degerleri” olarak
sOyledir: Histidin (10.2-10.6) , fenilalanin (7.7-8.0), asparagin (7.9), aspartik asit (8.6), glisin
(8.3-8.6), alanin (8.2), glutamin (7.8), glutamik asit (7.9) (Berthon, 1995). Burada hi¢

kuskusuz tam bir korelasyon kurabilmek i¢in bu amino asitlerin (H,L), Cu(II) ile hem birinci
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hem de ikinci komplekslesme sabitlerini bilmek, ayni zamanda ilgili amino asitlerin asitlik
sabitlerini de kullanarak deneylerin yapildigit pH’ta (pH=4.5) Cu(Ill)-amino asit
komplekslerinin kosullu olusum sabitlerini bulmak gerekir. Bu sekilde hesaplanacak kosullu
olusum sabitleri ile Cul komplekslerinin ‘askorbik asidin otoksidasyon inhibisyonu’
etkinlikleri arasinda daha saglam iligkiler kurulabilir. Gozlenen inhibisyon sirasindan kesin
olarak cikarilabilecek bir sonug, Log K; degerleri itibariyla (literatiirden alinan stabilite
sabitleri farkli yontemlerle ve farkli iyonik kuvvetlerde ol¢tilmiis oldugundan) bir denel
kesinsizlik marj1 icinde 10.2-10.6 degerleri gosteren histidin, 8.2-8.6 degerleri arasinda yer
alan aspartik asit-glisin-alanin ii¢liistinden daha etkin, bu {g¢lii ise 7.8-7.9 degerleri gosteren
glutamin-glutamik asit ikilisinden daha etkindir. Bu da Khan ve Martell’in kuramsal
ongoriilerine uygundur (Khan ve Martell, 1967b). S6z konusu amino asitler proteinlerin yap1
taglarin1 olusturdugundan, fizyolojik sivilar i¢inde askorbik asidin transisyon metal iyonu
katalizli oksidatif parcalanmasi ve bununla birlikte doku hasarina yol agabilen reaktif oksijen
tiirleri olusum reaksiyonlarindan (6rnegin, Cu(Il) + askorbik asit — Cu(I) + dehidro askorbik
asit ve Fenton reaksiyonu: Cu(I) + H,O, — ‘OH + Cu(Il) + OH™ ) korunmas: siirecinde bu
amino asitlerin insan sagligi i¢in olumlu islevi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Haber Weiss reaksiyonu ( Cu(Il) + O, — Cu(l) + O, ; Cu(l) + H,O, — Cu(Ill) + OH + OH" ;
toplu reaksiyon: H,O, + O, — O, + 'OH + OH" ) ve Fenton reaksiyonlar1 sonucu olusan
reaktif oksijen tiirlerinin biyolojik makromolekiillere (protein, lipid, DNA, vb.) hasar verdigi
oteden beri bilinmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1989; Halliwell ve Auroma, 1991).

Bakir baglayarak cesitli oksidan ve antioksidan 6zellikler gosteren biyoinorganik kompleksler
veren proteinler iizerinde Cu baglanmasi ve indirgenmesinden sorumlu baslica amino asit
kalitilart; histidin, sistein ve triptofan olarak belirlenmistir (Opazo vd., 2003). Ozellikle
prooksidan davranis gosteren (yani Cu baglamakla reaktif oksijen tiirleri jenerasyonuna
katkida bulunan) protein ve polipeptidlerin nérodejeneratif hastaliklara yol agtiklarina iliskin
giiglii bulgular vardir. Iste bu noktada, Cizelge 4.19°daki spesifik hiz sabitlerinden Cu-
katalizli askorbik asit otoksidasyonunu en fazla inhibe ettigi goézlenen histidin’in ayni
zamanda insan ve memeli hayvan serumunda bakir baglanmasi ve tasinmasindan birinci
derecede sorumlu amino asit oldugu (Lee vd., 2002) diisiiniildiigiinde, bu amino asidin insan
saglig1 icin 6nemi vurgulanmis olmaktadir.

(Cu(Il)- Asparagin ( log B; = 7.9 ve Log B, = 14.4), Cu(Il)-glutamin (log B; = 7.75 ve Log [,
= 14.25) ve Cu(I)-histidin (log B; = 10.2 ve Log B, = 18.3), Cu(Il)-glisin (log B; = 8.6 ve Log
B> =15.54); 0.1 M KNOj; ¢ozeltisinde hesaplanarak rapor edilmis stabilite sabitleri (Berthon,
1995)).
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EKLER
Ek-1 pH 4,5 da Cu(Il) iyonlar1 varhginda farkh amino asit ve konsantrasyonlarda spesifik hiz sabitlerinin standart sapma hesaplar

148!

10* M Alanin
A B C D E F G H I J| K L M N 0 p R S T U
0 7,7185 0 6,E-05 6E-08 0 6E-08 | 3.60E-15 | 538606 | 6 | 4| 1,348-06 | 00011593 | 16485 | 27475 | 275807 | 7,556-14 | 293613 | 541807 | 021428
0785 | 77185 | 000606 | 6E05 | 000606 | 4444 | 000162 | 261806 | 538606 | 6 | 4| 134806 | 00011593 | 16485 | 2,7475 | -1.96E-07 | 3,858-14 | 2936-13 | 541807 | 021428
1,57 | 77185 | 001212 | 6805 | 001212 | 13484 | 000137 | 1,87806 | 538606 | 6 | 4| 134806 | 00011593 | 16485 | 2,7475 | -1,18807 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 541807 | 021428
3,04 | 77185 | 002424 | 6E-05 | 002424 | 24904 | 000067 | 446807 | 538606 | 6 | 4 | 134606 | 00011593 | 16485 | 27475 | 393808 | 1,54E-15 | 2,936-13 | 541807 | 021428
471 | 77185 | 003635 | 6E05 | 003635 | 36,574 | 000022 | 483608 | 538606 | 6 | 4 | 1,34B-06 | 00011593 | 16485 | 27475 | 1.968:07 | 3.85E-14 | 2,936-13 | 541807 | 021428
628 | 77185 | 004847 | 6E-05 | 004847 | 47,834 | 000064 | 407607 | 538606 | 6 | 4 | 134606 | 00011593 | 16,485 | 27475 | 3.53807 | 125613 | 2,936-13 | 541807 | 021428
5x10* M Alanin
A B C D E F G H 1 J |k L M N 0 P R s T U
0 7,0908 0 0,0002 2,E07 0 2,B-07 4B-14 | 241805 | 6 | 4| 6,02B06 | 0,0024533 | 16485 | 2,7475 | 275807 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 541E-07 | 045345
0,785 | 7,0908 | 000557 | 00002 | 000557 | 3,012 | -0,00255 | 653806 | 241805 | 6 | 4| 6,02E-06 | 0,0024533 | 16485 | 2,7475 | -196E-07 | 3.85E-14 | 2,93E-13 | 5.41E07 | 045345
1,57 | 70908 | 001113 | 00002 | 001113 | 12932 | 000180 | 324806 | 241805 | 6 | 4| 602806 | 0,0024533 | 16485 | 2,7475 | -1,185-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5.41E07 | 045345
3,14 | 70008 | 002227 | 00002 | 002227 | 22,602 | 000034 | 1,138:07 | 241805 | 6 | 4 | 6,02E-06 | 00024533 | 16,485 | 27475 | 393808 | 1,54E-15 | 2,936-13 | 5.41E07 | 045345
471 | 70908 | 003340 | 00002 | 003340 | 36262 | 000286 | 820806 | 241805 | 6 | 4 | 6,02E-06 | 0,0024533 | 16485 | 2,7475 | 196E-07 | 3.85E-14 | 2,93E-13 | 5.41E07 | 045345
628 | 7,008 | 004453 | 00002 | 004453 | 42,082 | 0,00245 | 599806 | 241805 | 6 | 4 | 6,02E06 [ 0,0024533| 16,485 | 27475 | 353807 | 12513 | 2,936-13 | 5.41E07 | 045345
10° M Alanin
A B C D E F G H I J|K L M N 0 p R s T U
0 6,7602 0 0,0002 2,E07 0 2,E-07 4B-14 | 908806 | 6 | 4 | 227806 | 0,0015067 | 16485 | 2,7475 | 275807 | 7.558-14 | 2,93E-13 | 541E-07 | 027850
0785 | 6,7602 | 0,00531 | 00002 | 0,00531 421 | -000110 | 120806 | 9,088:06 | 6 | 4| 227806 | 0,0015067 | 16,485 | 27475 | -1.96E07 | 3.856-14 | 2,936-13 | 541E-07 | 0,27850
1,57 | 6,7602 | 001061 | 00002 | 001061 | 1079 | 000018 | 3,11E08 | 908806 | 6 | 4 | 22706 | 0,0015067 | 16485 | 2,7475 | -1,18E07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5.41E-07 | 027850
3,04 | 67602 | 002123 | 00002 | 002123 | 2184 | 000061 | 375807 | 908806 | 6 | 4| 227806 | 00015067 | 16485 | 27475 | 393808 | 1,54E-15 | 2,936-13 | 541807 | 027850
471 | 67602 | 003184 | 00002 | 003184 | 3392 | 000208 | 432806 | 908806 | 6 | 4| 2.278-06 | 00015067 | 16485 | 27475 | 196807 | 3.85E-14 | 2,936-13 | 541807 | 027850
628 | 67602 | 004245 [ 00002 | 004245 | 40,68 | 000177 | 3,15806 | 9,086-06 | 6 | 4 | 2.27E-06 | 0,0015067 | 16,485 | 27475 | 3.538-07 | 125E-13 | 2,93B-13 | 5.41E07 | 027850




2x107 M Alanin

A B C D E F G H 1 J| K L M N o P R S T U
0 | 59379 0 1,E-05 1E-08 0 -1E-08 1E-16 | 1,57E-05 | 6 | 4 | 3.92E-06 | 0,0019789 | 16,485 | 27475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 541E-07 | 036577
0785 | 59379 | 000466 | 1,E-05 | 000466 | 52051 | 000054 | 2.96E-07 | 1,57E-05 | 6 | 4 | 3,92E-06 [0,0019789 | 16485 | 27475 | -196E-07 | 3,85E-14 | 293E-13 | 541E-07 | 036577
1,57 | 59379 | 000932 | 1E05 | 000932 | 109851 | 000166 | 2,76E-06 | 1,57E-05 | 6 | 4 | 3,92E-06 | 0,0019789 | 16,485 | 2,7475 | -1,18E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 541E-07 | 0,36577
3,04 | 59379 | 001865 | 1,E-05 | 001865 | 15,5351 | -0,00311 [ 9,67E-06 | 1,57E-05 | 6 | 4 | 3,92E-06 [0,0019789 | 16485 | 27475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 541E-07 | 036577
471 | 59379 | 002797 | 1,E-05 | 002797 | 27,2951 | -0,00067 | 4,52E07 | 1,57E-05 | 6 | 4 | 3,92E-06 [0,0019789| 16485 | 2,7475 | 196E-07 | 3,85E-14 | 293E-13 | 541E-07 | 036577
628 | 59379 | 003729 | 1,E-05 [ 003729 | 38,8651 | 000158 [ 2,48E-06 | 1,57E-05 | 6 | 4 | 3,92E-06 [0,0019789 | 16485 | 27475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 541E-07 | 036577
10* M Asparajin
A B C D E F G H | JIK L M N o) P R S T U
0| 79214 0 2,E-05 | 2,E-08 0 2,E-08 | 4E-16 | 1,80E05 [ 6| 4 | 4,50E-06 | 0,0021214 | 16485 | 2,7475 | 2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 5.41E-07 | 039210
0,785 | 79214 | 000622 | 2,E-05 | 000622 | 34968 | -0,00272 | 7.41E-06 | 1.80E-05 | 6 | 4 | 4,50E-06 [0,0021214| 16485 | 27475 | -196E-07 | 3,85E-14 | 293E-13 | 541E-07 | 039210
1,57 | 79214 | 001244 | 2E05 | 001244 | 14,0468 | 000161 | 2,59E-06 | 1,80E-05 | 6 | 4 | 4,50E-06 | 0,0021214 | 16,485 | 2,7475 | -1,18E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 541E-07 | 0,39210
3,04 | 79214 | 002487 | 2,E-05 | 0,02487 | 27,4768 | 000260 [ 6,78E-06 | 1.80E-05 | 6 | 4 | 4,50E-06 [0,0021214 | 16485 | 27475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 541E-07 | 039210
471 | 79214 | 003731 | 2,E-05 | 003731 [ 36,7968 | -0,00051 | 2,63E07 | 1.80E-05 | 6 | 4 | 4,50E-06 [0,0021214| 16485 | 2,7475 | 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 541E-07 | 039210
628 | 79214 | 004975 | 2,E-05 [ 004975 | 48,7668 | -0,00098 [ 9,60E-07 | 1.80E-05 | 6| 4 | 4,50E-06 [0,0021214] 16485 | 27475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 541E-07 | 039210
5x10* M Asparajin
A B C D E F G H 1 J |k L M N 0 P R S T U
o [ s67716 0 2605 | 2E-08 0 2E-08 | 4E-16 | 3,30E-05 | 6 | 4 | 8,25E-06 | 0,0028717| 16,485 | 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,53078
0,785 | 6,7716 | 0,00532 [ 2,E-05 | 0,00532 | 3,5621 | -0,00175 | 3,08E-06 | 3,30E-05 | 6 | 4 | 8,25E-06 |0,0028717[ 16,485 | 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 541E-07 | 0,53078
1,57 | 6,7716 [ 0,01063 | 2,E-05 [ 0,01063 | 13,2621 | 0,00263 [ 6,92E-06 | 3,30E-05 | 6 | 4 | 8,25E-06 | 0,0028717| 16,485 | 2,7475 | -1,18E-07 [ 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,53078
314 | 6,7716 | 002126 [ 2,E-05 | 0,02126 | 22,4621 | 0,00120 | 1,44E-06 | 3,30E-05 | 6 | 4 | 8,25E-06 |0,0028717[ 16,485 | 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 541E-07 | 0,53078
471 | 67716 | 003189 [ 2,E-05 | 003189 | 27,7421 [ -0,00415 | 1,72E-05 | 3,30E-05 | 6 | 4 | 8,25E-06 | 0,0028717| 16,485 | 2,7475 | 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 541E-07 | 0,53078
628 | 67716 | 004253 [ 2E05 | 004253 | 44,6021 | 0,00208 | 4,31E-06 | 3,30E-05 | 6 | 4 | 8,25E-06 |0,0028717| 16,485 | 2,7475 | 3,536-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 541E-07 | 0,53078

Sl



10~ M Asparajin

A B C D E F G H 1 J| K L M N o P R S T U
0 [ 46759 0 2605 | 2E-08 0 -2E-08 | 4E-16 | 2,89E-05 | 6 | 4 | 7,23E-06 | 0,0026895| 16,485 | 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 541E-07 | 0,49711
0,785 | 4,6759 | 0,00367 [ 2,E-05 | 0,00367 [ 0,5526 | -0,00312 | 9,72E-06 | 2,89E-05 | 6 [ 4 | 7,23E-06 | 0,0026895| 16,485 | 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,49711
1,57 | 4,6759 [ 0,00734 | 2,E-05 [ 0,00734 | 11,5026 | 0,00416 [ 1,73E-05 | 2,89E-05 | 6 | 4 | 7,23E-06 [0,0026895| 16,485 | 2,7475 | -1,18E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 541E-07 | 0,49711
3,14 | 46759 | 001468 [ 2,E-05 | 0,01468 [ 14,5526 | -0,00013 | 1,68E-08 | 2,89E-05 | 6 | 4 | 7,23E-06 | 0,0026895| 16,485 | 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,49711
4,71 | 46759 | 002202 | 2,E-05 | 002202 | 20,7126 [ -0,00131 | 1,72E-06 | 2,89E-05 | 6 | 4 | 7,23E-06 | 0,0026895( 16,485 | 2,7475 | 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,49711
628 | 46759 | 002936 [ 2E05 | 002936 | 29,7626 | 0,00040 | 1,58E-07 | 2,89E-05 | 6 | 4 | 7,23E-06 |0,0026895| 16,485 | 2,7475 | 3,536-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,49711
2x10” M Asparajin
A B C D E F G H I JI K L M N o P R S T U
0 | 32445 0 3E06 | 3E-09 0 309 | 9E-18 | 1,26E-05 [ 6| 4| 3,16E-06 [0,0017781] 16,485 | 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,32866
0,785 | 3,2445 | 0,00255 | 3,E-06 [ 0,00255 | 1,5772 | -0,00097 | 9,40E-07 | 1,26E-05 | 6 | 4 | 3,16E-06 | 0,0017781| 16,485 | 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,32866
1,57 | 3,2445 | 0,00509 | 3,E-06 | 000509 | 6,5472 [ 0,00145 | 2,11E-06 | 1,26E-05 | 6 | 4 | 3,16E-06 [0,0017781] 16,485 | 2,7475 | -1,18E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 541E-07 | 0,32866
3,14 | 32445 | 001019 [ 3,E-06 | 001019 | 11,0372 | 0,00085 | 7,22E-07 | 1,26E-05 | 6 | 4 | 3,16E-06 | 0,0017781| 16,485 | 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 541E-07 | 0,32866
4,71 | 3,2445 | 001528 [ 3,E-06 | 001528 | 12,6172 | -0,00266 | 7,10E-06 | 1,26E-05 | 6 | 4 | 3,16E-06 | 0,0017781| 16,485 | 2,7475 | 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 541E-07 | 0,32866
6,28 | 32445 | 002038 [ 3E06 | 002038 | 21,7072 0,00133 | 1,77E-06 | 1,26E-05 | 6 | 4 | 3,16E-06 |0,0017781| 16,485 | 2,7475 | 3,536-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,32866
10* M Aspartik Asit
A B C D E F G H 1 RS L M N 0 P R S T U
0| 81365 0 0,0001 1,E-07 0 -1,E-07 1E-14_| 558606 | 6 | 4 | 1,39E-06 | 0,0011807 [ 16485 | 2,7475 | -2,75E07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 541E-07 | 0,21824
0,785 | 81365 | 000639 | 00001 | 000639 [ 5146 | -0,00124 | 1,54E-06 | 558E-06 | 6 | 4 | 1,39E-06 [0,0011807| 16485 | 27475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 293E-13 | 541E-07 | 021824
1,57 | 81365 | 001277 | 00001 | 001277 | 14466 | 000169 | 2,86E-06 | 558E-06 | 6 | 4 | 1,39E-06 | 0,0011807 | 16,485 | 2,7475 | -1,18E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 541E-07 | 0,21824
3,14 | 81365 [ 002555 | 00001 | 002555 | 24,836 | -0,00071 | 508E-07 | 558606 | 6 | 4| 1,39E-06 [0,0011807| 16485 | 2,7475 | 393E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 541E-07 | 0,21824
471 | 81365 | 003832 | 00001 | 003832 | 39016 | 000069 | 4,80E-07 [ 5,58E-06 | 6 | 4 [ 1,39E-06 | 0,0011807| 16485 | 2,7475 | 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 541E-07 | 0,21824
628 | 81365 [ 005110 | 00001 | 005110 [ 50666 | -0,00043 | 186E-07 | 558606 | 6 | 4| 139606 [0,0011807| 16485 | 2,7475 | 3553607 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 541E-07 | 0,21824

or1



5x10™* M Aspartik Asit

LT1

A B C D E F G H 1 J | K L M N (0] P R S T U

0 7,0233 0 2,E-05 2E-08 0 -2E-08 4E-16 2,02E-05 | 6 | 4| 5,05E-06 0,002247 16,485 2,7475 -2,75E-07 | 7,55E-14 2,93E-13 5,41E-07 | 0,41533
0,785 7,0233 0,00551 2,E-05 0,00551 6,7318 0,00122 1,48E-06 2,02E-05 | 6 | 4| 5,05E-06 0,002247 16,485 2,7475 -1,96E-07 | 3,85E-14 2,93E-13 5,41E-07 | 0,41533
1,57 7,0233 0,01103 2,E-05 0,01103 12,2418 0,00122 1,48E-06 2,02E-05 | 6 | 4 ]| 5,05E-06 0,002247 16,485 2,7475 -1,18E-07 1,39E-14 2,93E-13 5,41E-07 | 0,41533
3,14 7,0233 0,02205 2,E-05 0,02205 18,8018 | -0,00325 1,06E-05 2,02E-05 | 6 | 4 | 5,05E-06 | 0,002247 16,485 2,7475 3,93E-08 1,54E-15 2,93E-13 5,41E-07 | 041533
4,71 7,0233 0,03308 2,E-05 0,03308 31,7718 | -0,00131 1,71E-06 2,02E-05 | 6 | 4 | 5,05E-06 | 0,002247 16,485 2,7475 1,96E-07 3,85E-14 2,93E-13 5,41E-07 | 041533
6,28 7,0233 0,04411 2,E-05 0,04411 46,3318 0,00223 4,95E-06 2,02E-05 | 6 | 4 | 5,05E-06 | 0,002247 16,485 2,7475 3,53E-07 1,25E-13 2,93E-13 5,41E-07 | 0,41533

10~ M Aspartik Asit

A B C D E F G H I J| K L M N (0] P R S T U

0 4,4977 0 1,E-05 1,E-08 0 -1E-08 1E-16 231E-06 | 6 | 4 | 5,78E-07 0,00076 16,485 2,7475 -2,75E-07 | 7,55E-14 2,93E-13 5,41E-07 | 0,14048
0,785 4,4977 0,00353 1,E-05 3,53E-03 3,7548 0,00022 5,02E-08 231E-06 | 6 | 4 | 5,78E-07 0,00076 16,485 2,7475 -1,96E-07 | 3,85E-14 2,93E-13 5,41E-07 | 0,14048
1,57 4,4977 0,00706 1,E-05 7,06E-03 6,1648 -0,00090 8,04E-07 231E-06 | 6 | 4 | 5,78E-07 0,00076 16,485 2,7475 -1,18E-07 1,39E-14 2,93E-13 5,41E-07 | 0,14048
3,14 4,4977 0,01412 1,E-05 1,41E-02 | 15,2648 0,00114 1,30E-06 231E-06 | 6 | 4| 5,78E-07 0,00076 16,485 2,7475 3,93E-08 1,54E-15 2,93E-13 5,41E-07 | 0,14048
4,71 4,4977 0,02118 1,E-05 2,12E-02 | 20,8048 | -0,00038 1,44E-07 231E-06 | 6 | 4 | 5,78E-07 0,00076 16,485 2,7475 1,96E-07 3,85E-14 2,93E-13 5,41E-07 | 0,14048
6,28 4,4977 0,02825 1,E-05 2,82E-02 | 28,1548 | -0,00009 8,24E-09 231E-06 | 6 | 4 | 5,78E-07 0,00076 16,485 2,7475 3,53E-07 1,25E-13 2,93E-13 5,41E-07 | 0,14048

2x10” M Aspartik Asit

A B C D E F G H 1 J | K L M N (0] P R S T U

0 3,6418 0 1,E-05 1,E-08 0 -1E-08 1E-16 1,93E05 | 6 | 4| 4,82E-06 | 0,0021948 | 16,485 2,7475 -2,75E-07 | 7,55E-14 2,93E-13 5,41E-07 | 0,40568
0,785 3,6418 0,00286 1,E-05 0,00286 3,6149 0,00076 5,72E-07 1,93E05 | 6 | 4| 4,82E-06 | 0,0021948 | 16,485 2,7475 -1,96E-07 | 3,85E-14 2,93E-13 5,41E-07 | 0,40568
1,57 3,6418 0,00572 1,E-05 0,00572 7,4049 0,00169 2,85E-06 1,93E-05 | 6 | 4| 4,82E-06 | 0,0021948 | 16,485 2,7475 -1,18E-07 1,39E-14 2,93E-13 5,41E-07 | 0,40568
3,14 3,6418 0,01144 1,E-05 0,01144 7,9749 -0,00346 1,20E-05 193E-05 | 6 | 4| 4,82E-06 | 0,0021948 | 16,485 2,7475 3,93E-08 1,54E-15 2,93E-13 5,41E-07 | 0,40568
4,71 3,6418 0,01715 1,E-05 0,01715 16,3649 | -0,00079 6,21E-07 193E-05 | 6 | 4| 4,82E-06 | 0,0021948 | 16,485 2,7475 1,96E-07 3,85E-14 2,93E-13 5,41E-07 | 0,40568
6,28 3,6418 0,02287 1,E-05 0,02287 24,6749 0,00180 3,26E-06 193E-05 | 6 | 4 | 4,82E-06 | 0,0021948 | 16,485 2,7475 3,53E-07 1,25E-13 2,93E-13 5,41E-07 | 0,40568




10"* M Fenilalanin

A B C D E F G H I J| K L M N 0 p R S T U

0 7,0512 0 0,0001 1,E-07 0 -1,E-07 1E-14 | 1,69E-04 | 6 | 4 | 4,22E-05 | 0,0064988| 16,485 | 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 541E-07 | 1,20120
0,785 | 7,0512 | 0,00554 | 0,0001 | 0,00554 | -1,198 | -0,00673 | 4,53E-05 | 1,69E-04 | 6 | 4 | 4,22E-05 | 0,0064988| 16,485 | 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 1,20120
1,57 | 7,0512 | 0,01107 [ 0,0001 | 0,01107 | 12,022 | 0,00095 | 9,05E-07 | 1,69E-04 | 6 | 4 | 4,22E-05 | 0,0064988| 16,485 | 2,7475 | -1,18E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 1,20120
3,14 | 70512 | 0,02214 | 0,0001 | 002214 | 31,652 | 0,00051 | 9,05E-05 | 1,69E-04 | 6 | 4 | 4,22E-05 | 0,0064988| 16,485 | 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 1,20120
4,71 | 70512 | 003321 | 0,0001 | 003321 | 34,902 | 0,00169 | 2,86E-06 | 1,69E-04 | 6 | 4 | 4,22E-05 | 0,0064988| 16,485 | 2,7475 | 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 1,20120
6,28 | 7,0512 | 0,04428 | 0,0001 | 0,04428 | 38,862 | -0,00542 | 2,94E-05 | 1,69E-04 | 6 | 4 | 4,22E-05 | 0,0064988| 16,485 | 2,7475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 1,20120
5x10™ M Fenilalanin

A B C D E F G H I J | K L M N (0} P R S T U

0 5,0007 0 3,E-06 3,E-09 0 -3E-09 9E-18 | 6,66E-06 | 6 | 4 | 1,67E-06 |0,0012905| 16,485 | 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,23853
0,785 | 5,0007 | 0,00393 | 3,E-06 | 0,00393 | 2,5853 | -0,00134 | 1,80E-06 | 6,66E-06 | 6 | 4 | 1,67E-06 | 0,0012905| 16,485 | 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,23853
1,57 | 5,0007 | 0,00785 | 3,E-06 | 0,00785 | 8,0453 | 0,00019 | 3,77E-08 | 6,66E-06 | 6 | 4 | 1,67E-06 | 0,0012905| 16,485 | 2,7475 | -1,18E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,23853
3,14 | 50007 | 001570 | 3,E-06 | 001570 | 17,5453 | 0,00184 | 3,40E-06 | 6,66E-06 | 6 | 4 | 1,67E-06 |0,0012905| 16,485 | 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,23853
4,71 | 50007 | 002355 | 3,E-06 | 002355 | 23,9753 | 0,00042 | 1,78E-07 | 6,66E-06 [ 6 | 4 | 1,67E-06 | 0,0012005| 16,485 | 2,7475 | 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,23853
6,28 | 50007 | 0,03140 | 3,E-06 | 003140 | 30,2853 | -0,00112 | 1,25E-06 | 6,66E-06 | 6 | 4 | 1,67E-06 | 0,0012905| 16,485 | 2,7475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,23853
10 M Fenilalanin

A B C D E F G H I J |k L M N o p R S T U

0 3,6723 0 1,E-05 1E-08 0 -1E-08 1E-16 | 7,44E-06 | 6 | 4 | 1,86E-06 | 0,0013636| 16,485 | 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,25203
0,785 | 3,6723 | 0,00288 | 1,E-05 | 0,00288 | 1,7615 | -0,00112 | 1,26E-06 | 7,44E-06 | 6 | 4 | 1,86E-06 | 0,0013636| 16,485 | 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,25203
1,57 | 36723 | 0,00577 | 1,E-05 | 0,00577 | 56915 | -7,40E-05 | 548E-09 | 7,44E-06 | 6 | 4 | 1,86E-06 | 0,0013636| 16,485 | 2,7475 | -1,18E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 541E-07 | 0,25203
3,14 | 36723 | 0,01153 | 1,E-05 | 001153 | 12,9315 | 0,00140 | 1,96E-06 | 7,44E-06 | 6 | 4 | 1,86E-06 |0,0013636| 16,485 | 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,25203
471 | 36723 | 001730 | 1,E-05 | 001730 | 18,6415| 0,00134 | 1,81E-06 | 7,44E-06 | 6 | 4 | 1,86E-06 | 0,0013636| 16,485 | 2,7475 | 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,25203
6,28 | 3,6723 | 0,02306 | 1,E-05 | 0,02306 | 21,5115 | -0,00155 | 2,40E-06 | 7,44E-06 | 6 | 4 | 1,86E-06 |0,0013636| 16,485 | 2,7475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,25203

811



2x107* M Fenilalanin

A B C D E F G H 1 J | K L M N (0} P R S T U

0 3,3516 0 1,E-06 1E-09 0 -1E-09 1E-18 1,18E-05 | 6 | 4 | 2,95E-06 | 0,0017175| 16,485 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,31745
0,785 3,3516 0,00263 1,E-06 0,00263 0,4661 -0,00216 | 4,69E-06 | 1,18E-05 | 6 | 4 | 2,95E-06 | 0,0017175] 16,485 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,31745
1,57 3,3516 0,00526 1,E-06 0,00526 6,7761 0,00151 2,29E-06 | 1,18E-05 |1 6 | 4 | 2,95E-06 | 0,0017175| 16,485 2,7475 | -1,18E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,31745
3,14 3,3516 0,01052 1,E-06 0,01052 | 12,4861 0,00196 3,85E-06 | 1,18E-05]| 6 | 4 | 2,95E-06 | 0,0017175]| 16,485 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,31745
4,71 3,3516 0,01579 1,E-06 0,01579 | 14,8961 | -0,00089 | 7,92E-07 | 1,18E-05 | 6 | 4 | 2,95E-06 | 0,0017175| 16,485 2,7475 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,31745
6,28 3,3516 0,02105 1,E-06 0,02105 | 20,6261 | -0,00042 | 1,78E-07 | 1,18E-05 | 6 | 4 | 2,95E-06 | 0,0017175| 16,485 2,7475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,31745

10* M Glisin

A B C D E F G H I J | K L M N (0] P R S T U

0 8,1169 0 2,E-05 2E-08 0 -2E-08 4E-16 1,13E-04 | 6 | 4 | 2,83E-05 | 0,0053202| 16,485 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,98336
0,785 8,1169 0,00637 2,E-05 0,00637 1,0154 | -0,00536 | 2,87E-05 | 1,13E-04 | 6 | 4 | 2,83E-05 | 0,0053202| 16,485 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,98336
1,57 8,1169 0,01274 2,E-05 0,01274 | 13,4054 | 0,00066 | 4,38E-07 | 1,13E-04 | 6 | 4 | 2,83E-05 | 0,0053202| 16,485 2,7475 | -1,18E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,98336
3,14 8,1169 0,02549 2,E-05 0,02549 | 33,8954 | 0,00841 7,07E-05 | 1,13E-04 | 6 | 4 | 2,83E-05 | 0,0053202| 16,485 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,98336
4,71 8,1169 0,03823 2,E-05 0,03823 | 38,1754 | -5,52E-05| 3,05E-09 | 1,13E-04 | 6 | 4 | 2,83E-05 | 0,0053202| 16,485 2,7475 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,98336
6,28 8,1169 0,05097 2,E-05 0,05097 | 47,3154 | -0,00366 | 1,34E-05 | 1,13E-04 | 6 | 4 | 2,83E-05 | 0,0053202| 16,485 2,7475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,98336

5x10™* M Glisin

A B C D E F G H | J | K L M N (0] P R S T U

0 17,7977 0 2,E-05 2E-08 0 -2E-08 4E-16 9,68E-05| 6| 4| 2,42E-05 | 0,0049194| 16,485 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,90928
0,785 7,7977 0,00612 2,E-05 0,00612 1,6829 | -0,00444 | 1,97E-05 | 9,68E-05 | 6 | 4 | 2,42E-05 | 0,0049194| 16,485 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,90928
1,57 17,7977 0,01224 2,E-05 0,01224 12,4929 | 0,00025 6,27E-08 | 9,68E-05 | 6 | 4 | 2,42E-05 | 0,0049194| 16,485 2,7475 | -1,18E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,90928
3,14 7,7977 0,02448 2,E-05 0,02448 | 29,5929 | 0,00511 2,61E-05 | 9,68E-05 | 6 | 4 | 2,42E-05 | 0,0049194| 16,485 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,90928
4,71 7,7977 0,03673 2,E-05 0,03673 | 41,2929 | 0,00457 | 2,08E-05 | 9,68E-05 | 6 | 4 | 2,42E-05 | 0,0049194| 16,485 2,7475 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,90928
6,28 7,7977 0,04897 2,E-05 0,04897 | 43,4829 | -0,00549 | 3,01E-05 | 9,68E-05 | 6 | 4 | 2,42E-05 | 0,0049194| 16,485 2,7475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,90928

611



10 M Glisin

A B C D E F G H 1 J | K L M N (0} P R S T U
0 6,3029 0 1,E-05 1E-08 0 -1E-08 1E-16 3,77E-05 | 6 | 4 | 9,42E-06 | 0,0030694| 16,485 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,56733
0,785 6,3029 0,00495 1,E-05 0,00495 2,7688 | -0,00218 | 4,75E-06 | 3,77E-05 | 6 | 4 | 9,42E-06 | 0,0030694| 16,485 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,56733
1,57 6,3029 0,00990 1,E-05 0,00990 | 11,7488 | 0,00185 3,43E-06 | 3,77TE-05 | 6 | 4 | 9,42E-06 | 0,0030694| 16,485 2,7475 | -1,18€E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,56733
3,14 6,3029 0,01979 1,E-05 0,01979 | 22,9288 | 0,00314 9,85E-06 | 3,77E-05| 6 | 4 | 9,42E-06 | 0,0030694| 16,485 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,56733
4,71 6,3029 0,02969 1,E-05 0,02969 | 25,4788 | -0,00421 1,77E-05 | 3,77E-05 | 6 | 4 | 9,42E-06 | 0,0030694| 16,485 2,7475 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,56733
6,28 6,3029 0,03958 1,E-05 0,03958 | 40,9788 | 0,00140 1,95E-06 | 3,77E-05 | 6 | 4 | 9,42E-06 | 0,0030694| 16,485 2,7475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,56733

2x107 M Glisin

A B C D E F G H I J | K L M N (0] P R S T U
0 5,8221 0 2,E-05 2E-08 0 -2E-08 4E-16 1,79E-06 | 6 | 4 | 4,48E-07 | 0,000669 16,485 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,12365
0,785 5,8221 0,00457 2,E-05 0,00457 4,4235 | -0,00015 | 2,16E-08 | 1,79E-06 | 6 | 4 | 4,48E-07 | 0,000669 | 16,485 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,12365
1,57 5,8221 0,00914 2,E-05 0,00914 9,6435 0,00050 | 2,53E-07 | 1,79E-06 | 6 | 4 | 4,48E-07 | 0,000669 | 16,485 2,7475 | -1,18E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,12365
3,14 5,8221 0,01828 2,E-05 0,01828 | 18,3035 | 2,21E-05 | 4,88E-10 | 1,79E-06 | 6 | 4 | 4,48E-07 | 0,000669 | 16,485 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,12365
4,71 5,8221 0,02742 2,E-05 0,02742 | 26,3835 | -0,00104 | 1,08E-06 | 1,79E-06 | 6 | 4 | 4,48E-07 | 0,000669 | 16,485 2,7475 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,12365
6,28 5,8221 0,03656 2,E-05 0,03656 | 37,2235 | 0,00066 | 4,37E-07 | 1,79E-06 | 6 | 4 | 4,48E-07 | 0,000669 | 16,485 2,7475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,12365

10* M Glutamik asitx HCI

A B C D E F G H | J | K L M N (0] P R S T U
0 9,946 0 7,E-06 7E-09 0 -7E-09 4,9E-17 3,22E-05| 6 | 4 | 8,04E-06 | 0,0028351| 16,485 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,52403
0,785 9,946 0,00781 7,E-06 0,00781 3,982 -0,00383 | 1,46E-05 | 3,22E-05 | 6 | 4 | 8,04E-06 | 0,0028351| 16,485 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,52403
1,57 9,946 0,01562 7,E-06 0,01562 19,612 0,00400 1,60E-05 | 3,22E-05| 6 | 4 | 8,04E-06 | 0,0028351| 16,485 2,7475 | -1,18E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,52403
3,14 9,946 0,03123 7,E-06 0,03123 32,182 0,00095 9,05E-07 | 3,22E-05| 6 | 4 | 8,04E-06 | 0,0028351| 16,485 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,52403
4,71 9,946 0,04685 7,E-06 0,04685 46,342 | -0,00050 | 2,54E-07 | 3,22E-05| 6 | 4 | 8,04E-06 | 0,0028351| 16,485 2,7475 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,52403
6,28 9,946 0,06246 7,E-06 0,06246 61,842 | -0,00062 | 3,83E-07 | 3,22E-05| 6 | 4 | 8,04E-06 | 0,0028351| 16,485 2,7475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,52403

0¢I



5x10™* M Glutamik asitxHCI

A B C D E F G H 1 J | K L M N (0} P R S T U
0 9,2751 0 1,E-06 1E-09 0 -1E-09 1E-18 2,55E-05 | 6| 4| 6,36E-06 | 0,0025224| 16,485 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,46623
0,785 9,2751 0,00728 1,E-06 0,00728 4,8561 -0,00242 | 5,88E-06 | 2,55E-05 | 6 | 4 | 6,36E-06 | 0,0025224| 16,485 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,46623
1,57 9,2751 0,01456 1,E-06 0,01456 | 14,6361 | 7,42E-05 | 5,50E-09 | 2,55E-05 | 6 | 4 | 6,36E-06 | 0,0025224| 16,485 2,7475 | -1,18E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,46623
3,14 9,2751 0,02912 1,E-06 0,02912 | 32,6661 0,00354 1,25E-05 | 2,55E-05 | 6 | 4 | 6,36E-06 | 0,0025224| 16,485 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,46623
4,71 9,2751 0,04369 1,E-06 0,04369 | 44,8661 0,00118 1,39E-06 | 2,55E-05 | 6 | 4 | 6,36E-06 | 0,0025224| 16,485 2,7475 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,46623
6,28 9,2751 0,05825 1,E-06 0,05825 | 55,8761 | -0,00237 | 5,62E-06 | 2,55E-05 | 6 | 4 | 6,36E-06 | 0,0025224| 16,485 2,7475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,46623

10 M Glutamik asitx HCI

A B C D E F G H I J | K L M N (0] P R S T U
0 8,3234 0 2,E-05 2E-08 0 -2E-08 4E-16 506E-05| 6| 4| 1,27E-05 | 0,0035571| 16,485 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,65748
0,785 8,3234 0,00653 2,E-05 0,00653 3,6121 -0,00292 | 8,54E-06 | 5,06E-05 | 6 | 4 | 1,27E-05 | 0,0035571| 16,485 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,65748
1,57 8,3234 0,01307 2,E-05 0,01307 | 12,7521 | -0,00032 | 9,96E-08 | 5,06E-05 | 6 | 4 | 1,27E-05 | 0,0035571| 16,485 2,7475 | -1,18E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,65748
3,14 8,3234 0,02614 2,E-05 0,02614 | 30,1021 0,00397 1,57E-05 | 5,06E-05 | 6 | 4 | 1,27E-05 | 0,0035571| 16,485 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,65748
4,71 8,3234 0,03920 2,E-05 0,03920 | 42,4421 0,00324 1,05E-05 | 5,06E-05 | 6 | 4 | 1,27E-05 | 0,0035571| 16,485 2,7475 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,65748
6,28 8,3234 0,05227 2,E-05 0,05227 | 48,3021 | -0,00397 | 1,58E-05 | 5,06E-05 | 6 | 4 | 1,27E-05 | 0,0035571| 16,485 2,7475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,65748

2x107 M Glutamik asitx HCI

A B C D E F G H | J | K L M N (0] P R S T U
0 6,5419 0 4,E-06 4E-09 0 -4E-09 1,6E-17 2,70E-05 |1 6| 4| 6,75E-06 | 0,0025973| 16,485 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,48007
0,785 6,5419 0,00514 4,E-06 0,00514 2,4908 | -0,00264 | 6,99E-06 | 2,70E-05 | 6 | 4 | 6,75E-06 | 0,0025973| 16,485 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,48007
1,57 6,5419 0,01027 4,E-06 0,01027 | 10,5808 | 0,00031 9,61E-08 | 2,70E-05 | 6 | 4 | 6,75E-06 | 0,0025973| 16,485 2,7475 | -1,18e-07| 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,48007
3,14 6,5419 0,02054 4,E-06 0,02054 | 24,4608 | 0,00392 1,54E-05 | 2,70E-05 | 6 | 4 | 6,75E-06 | 0,0025973| 16,485 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,48007
4,71 6,5419 0,03081 4,E-06 0,03081 31,3008 | 0,00049 | 2,39E-07 | 2,70E-05 | 6 | 4 | 6,75E-06 | 0,0025973| 16,485 2,7475 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,48007
6,28 6,5419 0,04108 4,E-06 0,04108 | 39,0108 | -0,00207 | 4,29E-06 | 2,70E-05 | 6 | 4 | 6,75E-06 | 0,0025973| 16,485 2,7475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,48007

ICI



10* M Glutamin

A B C D E F G H 1 J | K L M N (0} P R S T U
0 8,684 0 0,0003 3,E-07 0 -3,E-07 9E-14 6,11E-05 | 6 | 4 | 1,53E-05 | 0,0039069| 16,485 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,72214
0,785 8,684 0,00682 0,0003 0,00682 3,029 -0,00379 | 1,44E-05 | 6,11E-05 | 6 | 4 | 1,53E-05 | 0,0039069| 16,485 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,72214
1,57 8,684 0,01363 0,0003 0,01363 14,549 0,00091 8,37E-07 | 6,11E-05 | 6 | 4 | 1,53E-05 | 0,0039069| 16,485 2,7475 | -1,18E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,72214
3,14 8,684 0,02727 0,0003 0,02727 30,519 0,00325 1,06E-05 | 6,11E-05| 6 | 4 | 1,53E-05 | 0,0039069| 16,485 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,72214
4,71 8,684 0,04090 0,0003 0,04090 44,909 0,00401 1,61E-05 | 6,11E-05 | 6 | 4 | 1,53E-05 | 0,0039069| 16,485 2,7475 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,72214
6,28 8,684 0,05454 0,0003 0,05454 50,149 | -0,00439 | 1,92E-05 | 6,11E-05 | 6 | 4 | 1,53E-05 | 0,0039069| 16,485 2,7475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,72214

5x10™* M Glutamin

A B C D E F G H I J | K L M N (0] P R S T U
0 8,0093 0 0,0002 2,E-07 0 -2,E-07 4E-14 549E-05| 6| 4| 1,37E-05 | 0,0037038| 16,485 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,68458
0,785 8,0093 0,00629 0,0002 0,00629 1,791 -0,00450 | 2,02E-05 | 549E-05 | 6 | 4 | 1,37E-05 | 0,0037038| 16,485 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,68458
1,57 8,0093 0,01257 0,0002 0,01257 14,461 0,00189 3,56E-06 | 549E-05| 6| 4| 1,37E-05 | 0,0037038]| 16,485 2,7475 | -1,18E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,68458
3,14 8,0093 0,02515 0,0002 0,02515 29,361 0,00421 1,77E-05 | 549E-05| 6 | 4 | 1,37E-05 | 0,0037038| 16,485 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,68458
4,71 8,0093 0,03772 0,0002 0,03772 39,381 0,00166 | 2,75E-06 | 5,49E-05| 6 | 4 | 1,37E-05 | 0,0037038| 16,485 2,7475 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,68458
6,28 8,0093 0,05030 0,0002 0,05030 47,041 -0,00326 | 1,06E-05 | 549E-05 | 6 | 4 | 1,37E-05 | 0,0037038| 16,485 2,7475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,68458

10 M Glutamin

A B C D E F G H | J | K L M N (0] P R S T U
0 7,9048 0 1,E-05 1E-08 0 -1E-08 1E-16 6,06E-06 | 6 | 4| 1,51E-06 | 0,0012308| 16,485 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,22749
0,785 7,9048 0,00621 1,E-05 0,00621 5,094 -0,00111 1,23E-06 | 6,06E-06 | 6 | 4 | 1,51E-06 | 0,0012308| 16,485 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,22749
1,57 7,9048 0,01241 1,E-05 0,01241 12,514 0,00010 1,07E-08 | 6,06E-06 | 6 | 4 | 1,51E-06 | 0,0012308| 16,485 2,7475 | -1,18E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,22749
3,14 7,9048 0,02482 1,E-05 0,02482 26,884 0,00206 | 4,26E-06 | 6,06E-06 | 6 | 4 | 1,51E-06 | 0,0012308| 16,485 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,22749
4,71 7,9048 0,03723 1,E-05 0,03723 36,684 | -0,00055 3,E-07 6,06E-06 | 6 | 4 | 1,51E-06 | 0,0012308| 16,485 2,7475 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,22749
6,28 7,9048 0,04964 1,E-05 0,04964 49,134 | -0,00051 | 2,58E-07 | 6,06E-06 | 6 | 4 | 1,51E-06 | 0,0012308| 16,485 2,7475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,22749

44!



2x107 M Glutamin

A B C D E F G H 1 J | K L M N (0} P R S T U
0 5,642 0 3,E-05 3E-08 0 -3E-08 9E-16 2,41E-05 ]| 6 | 4 | 6,02E-06 | 0,0024541| 16,485 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,45361
0,785 5,642 0,00443 3,E-05 0,00443 2,0716 | -0,00236 | 5,56E-06 | 2,41E-05 | 6 | 4 | 6,02E-06 | 0,0024541]| 16,485 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,45361
1,57 5,642 0,00886 3,E-05 0,00886 | 12,1416 | 0,00328 1,08E-05 | 2,41E-05 | 6 | 4 | 6,02E-06 | 0,0024541| 16,485 2,7475 | -1,18€E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,45361
3,14 5,642 0,01772 3,E-05 0,01772 | 15,9716 | -0,00174 | 3,04E-06 | 2,41E-05 | 6 | 4 | 6,02E-06 | 0,0024541| 16,485 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,45361
4,71 5,642 0,02657 3,E-05 0,02657 | 28,4616 | 0,00189 3,56E-06 | 241E-05]| 6 | 4 | 6,02E-06 | 0,0024541| 16,485 2,7475 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,45361
6,28 5,642 0,03543 3,E-05 0,03543 | 34,3616 | -0,00107 | 1,15E-06 | 2,41E-05 | 6 | 4 | 6,02E-06 | 0,0024541| 16,485 2,7475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,45361

10"* M Histidin

A B C D E F G H I J | K L M N (0] P R S T U
0 7,9796 0 0,0004 4,E-07 0 -4,E-07 1,60E-13 | 2,68E-05| 6 | 4 | 6,71E-06 | 0,0025897| 16,485 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,47867
0,785 7,9796 0,00626 0,0004 0,00626 6,065 -0,00020 | 3,98E-08 | 2,68E-05 | 6 | 4 | 6,71E-06 | 0,0025897| 16,485 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,47867
1,57 7,9796 0,01253 0,0004 0,01253 12,385 | -0,00014 | 2,06E-08 | 2,68E-05| 6 | 4 | 6,71E-06 | 0,0025897| 16,485 2,7475 | -1,18E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,47867
3,14 7,9796 0,02506 0,0004 0,02506 23,465 | -0,00159 | 2,53E-06 | 2,68E-05| 6 | 4 | 6,71E-06 | 0,0025897| 16,485 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,47867
4,71 7,9796 0,03758 0,0004 0,03758 41,895 0,00431 1,86E-05 | 2,68E-05| 6 | 4 | 6,71E-06 | 0,0025897| 16,485 2,7475 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,47867
6,28 7,9796 0,05011 0,0004 0,05011 47,735 | -0,00238 | 5,65E-06 | 2,68E-05| 6 | 4 | 6,71E-06 | 0,0025897| 16,485 2,7475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,47867

5x10™ M Histidin

A B C D E F G H | J | K L M N (0] P R S T U
0 3,6687 0 3,E-05 3,E-08 0 -3E-08 9E-16 1,97E-05 | 6 | 4 | 4,92E-06 | 0,0022177| 16,485 2,7475 | -2,75E-07 | 7,55E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,40991
0,785 3,6687 0,00288 3,E-05 2,88E-03 | 0,7377 | -0,00214 | 4,59E-06 | 1,97E-05 | 6 | 4 | 4,92E-06 | 0,0022177| 16,485 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,40991
1,57 3,6687 0,00576 3,E-05 5,76E-03 | 8,0677 0,00231 5,33E-06 | 1,97E-05| 6 | 4 | 4,92E-06 | 0,0022177]| 16,485 2,7475 | -1,18e-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,40991
3,14 3,6687 0,01152 3,E-05 0,01152 | 10,5777 | -0,00094 | 8,87E-07 | 1,97E-05 | 6 | 4 | 4,92E-06 | 0,0022177| 16,485 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,40991
4,71 3,6687 0,01728 3,E-05 0,01728 | 19,7377 | 0,00246 | 6,04E-06 | 1,97E-05 | 6 | 4 | 4,92E-06 | 0,0022177| 16,485 2,7475 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,40991
6,28 3,6687 0,02304 3,E-05 0,02304 | 21,3577 | -0,00168 | 2,83E-06 | 1,97E-05 | 6 | 4 | 4,92E-06 | 0,0022177| 16,485 2,7475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,40991

eCl



Amino Asit Yok

A B C D E F G H 1 J | K L M N 0] P R S T U

0 11,89 0 6,E-06 6E-09 0 -6E-09 3,6E-17 | 4,70E-06 | 6 | 4 | 1,17E-06 | 0,0010839| 16,485 | 2,7475 | -2,75E-07 | 7,65E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,20034
0,785 11,89 0,00933 6,E-06 0,00933 | 9,4344 | 0,00010 | 1,01E-08 | 4,70E-06 | 6 | 4 | 1,17E-06 | 0,0010839| 16,485 | 2,7475 | -1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,20034
1,57 11,89 0,01867 6,E-06 0,01867 | 19,0644 | 0,00040 | 1,58E-07 | 4,70E-06 | 6 | 4 | 1,17E-06 | 0,0010839| 16,485 | 2,7475 | -1,18E-07 | 1,39E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,20034
3,14 11,89 0,03733 6,E-06 0,03733 | 37,4544 | 0,00012 | 1,44E-08 | 4,70E-06 | 6 | 4 | 1,17E-06 | 0,0010839| 16,485 | 2,7475 | 3,93E-08 | 1,54E-15 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,20034
4,71 11,89 0,05600 6,E-06 0,05600 | 54,2244 | -0,00178 | 3,16E-06 | 4,70E-06 | 6 | 4 | 1,17E-06 | 0,0010839| 16,485 | 2,7475 | 1,96E-07 | 3,85E-14 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,20034
6,28 11,89 0,07467 6,E-06 0,07467 | 75,8344 | 0,00117 | 1,36E-06 | 4,70E-06 | 6 | 4 | 1,17E-06 | 0,0010839| 16,485 | 2,7475 | 3,53E-07 | 1,25E-13 | 2,93E-13 | 5,41E-07 | 0,20034

y=bx +a
=[Cu™]

B=b

C =b.[Cu’"]

D=a

E=b.[ Cu®’']+

F=kd

G=kd— (b.[ Cu®] +a)
= [kd — (b.[ Cu*'] + a)T?
=Y [kd - (b.[ Cu”"] + a)] Syix

J n (Calisilan farkli Cu®” konsantrasyonlari sayisi)

K=n-2

L=Y [kd — (b.] Cu*"]+a)]*/n-2
=3 [kd — (b.[ Cu”"] +a)]* / n-2]"*

N=Y [Cu”]

0= [Cu”])/n

P=[Cu’1- (3 [Cu’])/n

R =[[Cu®"] - (X [Cu*])/n]

=3 [[Cu”] - (X [Cu”]) /]’

T=[Y [[Cu”] - (Z[Cu ])/ n]*]"

U=> [kd- (b.[ Cu*']+a)]?

/[Y[[C]- (T [C' ] /0]l =8

144!
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